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1. The designated Office is hereby notified of its election made: 



|J<J in the demand filed with the International Preliminary Examining Authority on: 
30 January 2001 (30.01.01) 

L J in a notice effectin 9 ,ater election filed with the International Bureau on: 



2. The election j^Xj was 

| | was not 

made before the expiration of 1 9 months from the priority date or, where Rule 32 applies, within the time limit under 
Rule 32.2(b). 
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PCT 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
02280PC 



Internationales Aktenzeichen 
PCT/IBOO/00918 



WEITERES VORGEHEN 



siehe Mitteilung uber die Ubersendung des intemationalen 
voriaufigen Prufungsberichts (Formblatt PCT/IPEA/416) 



Internationales Anmeldedatum<Taa>Mona&C/a/?/-; 
07/07/2000 



Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
09/07/1999 



Internationale Patentklassifikation (IPK) oder nationale Klassifikation und IPK 
C12Q1/68 



Anmelder 

MISEREZ, Andr<§, R. 



1 . Dieser Internationale vorlaufige Prufungsbericht wurde von der mit der intemationalen voriaufigen Prufung beauftragten 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 ubermittelt. 

2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 10 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 

□ AuBerdem liegen dem Bericht AN LAG EN bei; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT) 

Diese Anlagen umfassen insgesamt Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 



II 
III 

IV 

V 

VI 
VII 
VIII 



IS Grundlage des Berichts 

□ Prioritat 

H Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatlgkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 
IS Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

IS Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerbhchen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklamngen zur Stutzung dieser Feststellung 

□ Bestimmte angefuhrte Unterlagen 
Bestimmte Mangel der intemationalen Anmeldung 
Bestimmte Bemerkungen zur intemationalen Anmeldung 



IS 
□ 



Datum der Einreichung des Antrags 



30/01/2001 



Datum der Fertigstellung dieses Berichts 
12.10.2001 



Name und Postanschrift der mit der intemationalen voriaufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 

Europaisches Patentamt 

D-80298 Munchen 
. Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 

Fax: +49 89 2399 - 4465 



Bevollmachtigter Bediensteter 
Mueller, F 

Tel. Nr. +49 89 2399 7722 
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I. Grundlage des Berichts 

1 . Hinsichtlich der Bestandteile der internationalen Anmeldung (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt aufeine 
Aufforderung nach Artikel 14 hin vorgelegt wurden, gelten im Rahmen dieses Berichts als "ursprunglich 
emgereicht" und sind ihm nicht beigefugt, weii sie keine Anderungen entha/ten (Regein 70 16 und 70 1 7)Y 
Beschreibung, Seiten: " 

1-54 ursprungliche Fassung 

Pate ntanspru che, Nr.: 

1-31 ursprungliche Fassung 

Zeichnungen, Blatter: 

1/4-4/4 ursprungliche Fassung 

Sequenzprotokoll in der Beschreibung, Seiten: 

1-6, in der ursprunglich eingereichten Fassung. 



2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache in der 
die Internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung oder wurden in dieser eingereicht sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. ~ ' 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich ufh 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). v 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotide und/oder Aminosauresequenz ist die 
Internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

H in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

IS zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, daB das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

□ Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
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Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 



4. 



Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 



□ 
□ 
□ 



Beschreibung, 

Anspruche, 

Zeichnungen, 



Seiten: 



Blatt: 



Nr.: 



5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 
angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzbiatter, die solche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 



6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



III. Kelne Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 

1 . Folgende Teile der Anmeldung wurden nicht daraufhin gepruft, ob die beanspruchte Erfindung als neu, auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend (nicht offensichtlich) und gewerblich anwendbar anzusehen ist: 

□ die gesamte internationale Anmeldung. 
B Anspruche Nr. 1,11. 



H Die gesamte internationale Anmeldung, bzw. die obengenannten Anspruche Nr. 1 ,1 1 beziehen sich auf den 
nachstehenden Gegenstand, fur den keine internationale vorlaufige Prufung durchgefuhrt werden braucht 
(genaue Angaben): 
siehe Beiblatt 

□ Die Beschreibung, die Anspruche Oder die Zeichnungen (machen Sie hierzu nachstehend genaue Angaben) 
oder die obengenannten Anspruche Nr. sind so unklar, da3 kein sinnvolles Gutachten erstellt werden 
konnte (genaue Angaben): 



□ Die Anspruche bzw. die obengenannten Anspruche Nr. sind so unzureichend durch die Beschreibung 
gestutzt, daB kein sinnvolles Gutachten erstellt werden konnte. 

□ Fur die obengenannten Anspruche Nr. wurde kein internationaler Recherchenbericht erstellt. 

2. Eine sinnvolle internationale vorlaufige Prufung kann nicht durchgefuhrt werden, weil das Protokoll der Nukleotid- 
und/oder Aminosauresequenzen nicht dem in Anlage C der Verwaltungsvorschriften vorgeschriebenen Standard 
entspricht: 
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□ Die schriftliche Form wurde nicht eingereicht bzw. entspricht nicht dem Standard. 

□ Die computerlesbare Form wurde n cht eingereicht bzw. entspricht nicht dem Standard. 

IV. Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

1 . Auf die Aufforderung zur Einschrankung der Anspruche oder zur Zahlung zusatzlicher Gebuhren hat der 
Anmelder: 

□ die Anspruche eingeschrankt. 

□ zusatzliche Gebuhren entrichtet. 

□ zusatzliche Gebiihren unter Widerspruch entrichtet. 

□ weder die Anspruche eingeschranjt noch zusatzliche Gebuhren entrichtet. 



2. □ Die Behorde hat festgestellt, daB das Erfordernis der Einheitlichkeit der Erfindung nicht erfullt ist und hat 

gema(3 Regel 68 1 beschlossen, den Anmelder nicht zur Einschrankung der Anspruche oder zur Zahlung 
zusatzlicher Gebuhren aufzufordern. 9 

3. Die Behorde ist der Auffassung, da3 das Erfordernis der Einheitlichkeit der Erfindung nach den Regeln 13.1, 13.2 
uno I o.\3 * 5 

□ erfullt ist 

El aus folgenden Grunden nicht erfullt ist: 
siehe Beiblatt 

4. Daher wurde zur Erstellung dieses Berichts eine internationale vorlaufige Prufung fur folgende Teile der 
internationalen Anmeldung durchgefuhrt: 

H alle Teile. 

□ die Teile, die sich auf die Anspruche Nr. beziehen. 

V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 



Neuheit (N) 


Ja: 


Anspruche 


18,25 




Nein: 


Anspruche 


1-17,19-24,26-31 


Erfinderische Tatigkeit (ET) 


Ja: 


Anspruche 


18,25 




Nein: 


Anspruche 


1-17,19-24,26-31 


Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) 


Ja: 


Anspruche 


2-10,12-31 (1,11?) 




Nein: 


Anspruche 
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2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 



VII. Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

Es wurde festgestellt, daB die internationale Anmeldung nach Form Oder Inhalt folgende Mangel aufweist: 
siehe Beiblatt 
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Zu Punkt III 

Keine Erstellung eines Gutachtens iiber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und 
gewerbliche Anwendbarkeit 

1 . Die Anspruche 1 und 1 1 haben ein Verfahren zum Gegenstand welches die Blut- 
bzw. Gewebeentnahme mit einschliesst und haben daher den Anschein eines in vivo 
Verfahrens. Der Gegenstand der Anspruche 1 und 1 1 allt somit unter die Verordnung 
nach Regel 67.1 (iv) PCT und eine Meinung iiber deren gewerbliche Anwendbarkeit 
wird nicht gegeben (Artikel 34(4)(a)(i) PCT). 

Zu Punkt IV 

Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

Die vorliegende Anmeldung erfullt nich die Anforderung einer einheitlichen Erfindung 
(Regel 13.1 PCT). 

Wie genauer unter Punkt 5 aufgefuhrt wird ist ein Verfahren zur Erkennung von 
Krankheiten im Zusammenhang von Polymorphismen im SREBP Gen neu jedoch nicht 
erfinderisch. Im Stand der Technik wird der Fachmann motiviert nach Mutationen in 
SREBP Genen zu suchen, die im Zusammenhang mit Veranderungen im Cholesterin- 
und LDL- Haushalt stehen. Das der vorliegende Anmeldung zu grunde liegende 
gemeinsame Konzept, namlich das Auffinden von Mutationen im SREBP Gen, ist somit 
nicht erfinderisch. Jede Mutation im SREBP Gen beschreibt somit eine eigene 
Erfindung. Die vorliegende Anmeldung spaltet sich somit in die zu den gefundenen 
Mutationen komplementaren Primer/Sonden Sequenzen auf (Seq Id 3; Seq Id 7, Seq Id 
9; Seq Id 10, Seq Id 11, Seq Id 12, Seq Id 13, Seq Id 14, Seq Id 15, Seq Id 16, Seq Id 
17, Seq Id 18). Jede Seq ID beschreibt somit eine eigene Erfindung. 
Zur Beschleunigung des Verfahrens wird die Anmeldung jedoch als ganzes gepruft. 



Zu Punkt V 

Begrundete Feststellung nach Regel 66.2(a)(ii) hinsichtlich der Neuheit, der 
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erf inderischen Tatigkeit und der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und 
Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

Es wird auf folgende Dokumente verwiesen: 

D1 : MISEREZ ANDREW G ET AL: GENOMICS, Bd. 40, Nr. 1 , 1 997, SISSN: 

0888-7543 in der Anmeldung erwahnt 
D2: US-A-5 891 631 

D3: MISEREZ: 'UNI NOVA, WISSENSCHAFTMAGAZIN DER UNIVERSITAT 

BASEL, Bd. 81, April 1998 (1998-04), XP002159139 
D4: HUA XIANXIN ET AL: GENOMICS, Bd. 25, Nr. 3, 1995, Seiten 667-673, 

XP000979463 

D5 Yang J. et L, J. Biological Chemistry,270,20, 19.05.1995, pp. 12152-12161 

D6: Hacia J.G. et al., Genomic Research,8,12,12-1998, 1245-1258 

D7: Pai J. et al., J. Biological Chemistry, 273,40, 02.10.1998, 26138-26148 

Die Dokumente D5 und D7 sind nicht im Internationalen Recherchenbericht 
zitiert. Kopien davon sind als Anlage an diesen Bescheid zu finden (Richtlinien III, 
7.24 PCT). 

1. Der Gegenstand des unabhangigen Anspruchs 1 ist neu (Artikel 33 (2) PCT). 
Ein Verfahren zur Erkennung eines erhohten Krankheits- und/oder 
Mortalitatsrisikos in Abhangigkeit des SREBP-Gens ist im Stand der Technik nicht 
offenbart. 

1.1 Der Gegenstand des unabhangigen Anspruchs 1 ist nicht erfinderisch (Artikel 33 
(3) PCT). 

D1 wird als nachstliegender Stand der Technik angesehen. D1 beschreibt die 
Struktur des menschlichen Gens SREBF2, welches eine Schlusselrolle in der 
Regulierung der Cholesterin Biosynthese und des LDL Stoffwechsels besitzt. Die 
Moglichkeit von aenetischen Variationen in diesem Gen, die zu unterschiedlichen 
LDL-Niveaus im Plasma fuhren konnen wird diskutiert (S. 31, 2. Spalte; S. 32, 1. 
Spalte 2. Absatz). D1 sagt weiterhin, dass noch uber keine "naturlich" 
vorkommenden Mutationen im SREBF1 und SREBF2 Gen berichtet wurde (S. 
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32,1. Spalte, letzter Absatz), bezieht sich jedoch gleichzeitig auf eine Publikation 
von Yang et al. (D5), die uber ein verkiirztes SREBP-2 protein in Hamsterzellen 
(CHO) zu berichten weis, siehe z.B.: Diskussion in D5. Weiterhin diskutiert D5 die 
wichtige Rolle des SREBP-2 Gens in der Regulierung des Cholesterin 
Metabolismus. D1 fuhrt in sei nem letzten Absatz auf fieite 38. 2. S palte rian 
Fachmann auf die Sour, dass Variations des SREBF1 und SREBF? fifing in 
Zusammenhang mit Abweichungen im Lipidhaushalt auch im menschlichen 
Genom zu finden seien konnten (im Hinblick auf LDL und Cholesterin-Haushalt, 
siehe auch D2, Seite 5, 2. Absatz). Auch in D4, einem weiteren Dokument auf 
dem Gebiet der SREBF-Gene, wird der Zusammenhang von SREBF2 und 
SREBF1 mit der Cholesterin-Synthese und dem LDL Metabolismus und mogliche 
phenotypische Effekte welche durch genetische Variationen hervorgerufen 
werden konnen, diskutiert (S. 672, 1. Spalte 2. Absatz ff.). D3 beschreibt die 
SREBP Proteine und Gene als mogliche Zielmolekule zur Behandlung von 
Hypercholestrolemia und damit assozierten Krankheiten (Spalte 2, Zeile 64 ff.). 
D7, beschreibt mehere Varianten der SREBP Gene (SREBP-1a, SREBP-1c und 
SREBP-2), welche den Cholesterin- und Fettsaurehaushalt der Zelle modulieren 
(siehe Diskussion). 

Durch die in D1 gefuhrte Diskussion ist der Fachmann uber die wichtige Funktion 
der SREBF Gene (SREBF1 und SREBF2) informiert und durch die Darlegungen 
aus D3,D4,D5 und D7 hat der Fachmann Anleitung und grosstmogliche Motivation 
erfahren nach moglichen Mutationen und Polymorph ismen in den SREBF Genen, 
welche im Zusammenhang mit Krankheiten des Cholersterin- und LDL- 
Haushaltes stehen, zu suchen. 

Die Erfordernisse fur eine erfinderische Tatigkeit sind somit nicht erfullt (Artikel 33 
(3) PCT). 

1 .2 Derselben Begrundung folgend erfullen die abhangigen Anspruche 2-6,10-13, 15- 
17,19 und die Anpriiche 28 und 29 ebenfalls nicht die Erfordernisse von Artikel 
33(3) PCT. 

1 .3 Der Gegenstand der Anspruche 7,8,9, 1 4, und 30,31 ist neu (Artikel 33 (2) PCT) 
jedoch nicht erfinderisch (Artikle 33 (3) PCT). 

Im Stand der Technik wird auf Nukleotidvariationen in den Genen SREBP-1 und 
SREBP-2 hingewiesen. Der Fachmann wird daher veranlasst nach Mutationen in 
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diesen Genen zu suchen. Dem Auffinden von Mutationen in diesen Genen, durch 
Sonden, Primer Oder durch Restriktionsanalyse kann daher keine erfinderische 
Tatigkeit anerkannt werden. 

1 .4 Der Gegenstand des Anspruchs 1 8 ist neu (Artikel 33 (2) PCT und erfinderisch 
(Artikle 33 (3) PCT). 

Im Stand der Technik ist kein Zusammenhang zwischen SREBP-1 und SREBP-2 , 
sowie von Polymorphismen dieser Gene, mit davon abzuleitenden 
Nebenwirkungen bei einer HIV-Therapie offenbart. Eine erfinderische Tatigkeit 
kann somit anerkannt werden. 

2. Der Gegenstand des unabhangigen Anspruchs 20, sowohl der abhangigen 
Anspruche 21-27 ist neu (Artikel 33 (2) PCT). 

Die Verwendung von DNA- oder RNA-Chips ist ein im Stand der Technik ubliches 
Verfahren urn Polymorphismen zu erkennen. Als Beispiel beschreibt D6 die 
Verwendung von High-Density Oligonucleotide Arrays zur Untersuchung von 
heterozygoten und homozygoten Sequenzvariation im grossen multiexon ATM 
Gen (S. 1255, 1. Spalte, 2.Absatz). Mit dem im Stand der Technik (D1-D5) 
zuganglichen Wissen, aufgefiihrt in Punkt 1.1 dieses Bescheides, ist somit die 
Verwendung von DNA oder RNA Chips zur Erkennung von Mutationen in den 
Genen SREBP-1 UNd SREBP-2 fur den Fachmann offensichtlich. Eine 
erfinderische Tatigkeit ist somit nicht erforderlich. Die Erfordernisse von Artikel 33 
(3) PCT sind somit fur den Gegenstand des Anspruchs 20 nicht erfullt. 

2.1 Derselben Begrundung folgend erfullt auch der Gegenstand der Anspruche 21-24 
und 26, 27 nicht die Erfordernisse von erfinderischer Tatigkeit (Artikel 33 (3) PCT). 

2.2 Dem Gegenstand des Anspruchs 25 kann erfinderische Tatigkeit anerkannt 
werden (siehe Begrundung unter Punkt 1.4 in diesem Bescheid). 

Zu Punkt VII 

Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 
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1 . Der Inhalt der Zeilen 4-9 auf Seite 1 ist belanglos nach Regel 9.1 (iv) PCT. 

2. Im Widerspruch zu den Erfordernissen der Regel 5.1 a) ii) PCT werden in der 
Beschreibung weder der in den Dokumenten D3,D5,D6 und D7 offenbarte einschlagige 
Stand der Technik noch diese Dokumente angegeben. 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt5) (EPA-April 1997) 



U£ UBER DIE INTERNATIONALE^^ 
AUF DEM GEBIET DES PATEI^f 

PCT 

INTERN ATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 18 sowie Regeln 43 und 44 PCT) 



SAMMENARBEIT 
ESENS 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 

02280PC 


WEITERES siehe Mitteilung uber die Ubermittlung des internationalen 

Recherchenberichts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/ IB 00/00918 


Internationales Anmeldedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 

07/07/2000 


(Friihestes) Prior itatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

09/07/1999 


Anmelder 

MISEREZ, Andre, R. 



Dieser internationale Recherchenbericht wurde von der Internationalen Recherche nbehorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB 
Artikel 18 iibermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Buro ubermittelt. 

Dieser internationale Recherchenbericht umfaBt insgesamt __4 Blatter. 

|X| Daruber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



1 . Grundlage des Berichts 

a. Hinsichtlich der Sprache ist die internationale Recherche auf der Grundlage der internationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefuhrt worden, in der sie eingereicht wurde, sofern unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 



□ 



2. 
3. 



Die internationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der BehoYde eingereichten Obersetzung der internationalen 
Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefuhrt worden. 

Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das 

|X] in der internationalen Anmeldung in Schriflicher Form enthalten ist. 

|"X~| zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

| [ bei der BehSrde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

| | bei der Beh6rde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

| | Die Erklarung, daB das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht iiber den Offenbarungsgehalt der 
internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

[ J Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfaBten Informationen dem schriftlichen Sequenzprotokoll entsprechen, 
wurde vorgelegt. 

| ] Bestimmte Anspruche haben sich als nicht recherchierbar erwiesen (siehe Feld I). 
| | Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung (siehe Feld II). 



4. Hinsichtlich der Bezeichnung der Erfindung 

|~X~| wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
| | wurde der Wortlaut von der Behdrde wie folgt festgesetzt: 



5. Hinsichtlich der Zusammenfassung 

HTI wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Feld III angegebenen Fassung von der Behorde festgesetzt. Der 
I j Anmelder kann der Behfcrde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses internationalen 

Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 

6. Folgende Abbildung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu verOffentlichen: Abb. Nr. 



| 1 wie vom Anmelder vorgeschlagen [X] keine der Abb. 

|"~~] weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
| | weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



IMELDUN 



Internationales Aktenzeichen 

PCT/IB 00/00918 



A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 7 C12Q1/68 



Nach der Internationalen Pate ntklassifikat ion (IPK) oder nach der nationalen Klassifikation und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestprufstoff ( Klassifikation ssy stem und Klassifikationssymbole ) 

IPK 7 C12Q 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprufstoff gehorende Veroffentlichungen, soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der internationalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 

EPO-Internal , WPI Data, PAJ, STRAND, MEDLINE, CHEM ABS Data, EMBASE, BIOSIS 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie 0 Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



MISEREZ ANDREW G ET AL: "Structure of the 
human gene encoding sterol regulatory 
element binding protein 2 (SREBF2) . " 
GENOMICS, 

Bd. 40, Nr. 1, 1997, Seiten 31-40, 

XP002159138 

ISSN: 0888-7543 

in der Anmeldung erwahnt 

das ganze Dokument 

-/-- 



1-6, 

10-13, 

15-17, 

19,23, 

24,26,27 



m 



Weitere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



ID 



Siehe Anhang Patentfamilie 



° Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen 

'A* Veroffentlichung, die den allgemelnen Stand der Technik definiert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

■E' alteres Dokument, das jedoch erst am Oder nach dem internationalen 
Anmeldedatum veroffentlicht worden ist 

"L" Veroffentlichung, diegeeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen, oder durch die das Veroffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt werden 
soli oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

"O" Veroffentlichung, die sich auf eine mundliche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaRnahmen bezieht 

'P' Veroffentlichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist 



"T" Spatere Veroffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum 
oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

"X" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein auf grund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

"Y* Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 
Veroffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der internationalen Recherche 



6. Februar 2001 



Absendedatum des internationalen Recherchenberichts 



22/02/2001 



Name und Postanschrift der Internationalen Recherchenbehorde 
Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Bevollmachtigter Bediensteter 



Reuter, U 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Internationales Aktenzeichen 

PCT/IB 00/00918 



C.(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie 0 Bezeichnung der Veroffentlichung, sowert erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



MISEREZ: "Die Bedeutung genetischer 
Faktoren bei der Entstehung des 
Her z i nfsrRts" 

UNI NOVA, WISSENSCHAFTMAGAZIN DER 
UNIVERSITAT BASEL, 'Online! 
Bd. 81, April 1998 (1998-04), XP002159139 
Gefunden im Internet: 

<URL : http : //www. zuv . uni bas . ch/uni_nova/081 
/ll.shtml> 'gefunden am 2001-01-30! 
in der Anmeldung erwahnt 
das ganze Dokument 

US 5 891 631 A (WANG XIAODONG ET AL) 
6. April 1999 (1999-04-06) 



Spalte 1-3 
Spalte 7-11 

Spalte 31-36; Beispiele 3,4 

HUA XIANXIN ET AL: "Structure of the 
Human Gene Encoding Sterol Regulatory 
Element Binding Protein-1 (SREBF1) and 
Localization of SREBF1 and SREBF2 to 
Chromosomes 17pll.2 and 22ql3." 
GENOMICS, 

Bd. 25, Nr. 3, 1995, Seiten 667-673, 

XP000979463 

ISSN: 0888-7543 

in der Anmeldung erwahnt 

das ganze Dokument 

WANG XIAODONG ET AL: "Cleavage of sterol 
regulatory element binding proteins 
(SREBPs) by CPP32 during apoptosis" 
THE EMBO JOURNAL, 

Bd. 15, Nr. 5, 1996, Seiten 1012-1020, 
XP002159140 

Seite 1015; Abbildung 6 

BROWN MS UND GOLDSTEIN JL: "The SREBP 

pathway: Regulation of cholesterol 

metabolism by proteolysis of a 

membrane-bound transcription factor" 

CELL, CELL PRESS, CAMBRIDGE, NA.US, 

Bd. 89, 2. Mai 1997 (1997-05-02), Seiten 

331-340, XP002123067 

ISSN: 0092-8674 

in der Anmeldung erwahnt 

das ganze Dokument 

-/-- 



1-6, 

10-13, 

15-17, 

19,23, 

24,26,27 



1-6, 

10-13, 

15-17, 

19,23, 

24,26,27 



1-6, 

10-13, 

15-17, 

19,23, 

24,26,27 



1-31 



1-31 
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C.(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



ft 



Internationales Aktenzeichen 

CT/IB 00/00918 



Kategorie 0 Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



SHIMANO HITOSHI IICHIRO SHIMOMURA ET AL: 

"Elevated levels of SREBP-2 and 

cholesterol synthesis in livers of mice 

homozygous for a targeted disruption of 

the SREBP-1 gene." 

JOURNAL OF CLINICAL INVESTIGATION, 

Bd. 100, Nr. 8, 1997, Seiten 2115-2124, 

XP002931070 

ISSN: 0021-9738 

das ganze Dokument 

HACIA JOSEPH G ET AL: "Strategies for 
mutational analysis of the large multiexon 
ATM gene using high-density 
oligonucleotide arrays." 
GENOME RESEARCH, 

Bd. 8, Nr. 12, Dezember 1998 (1998-12), 
Seiten 1245-1258, XP002925459 
ISSN: 1088-9051 
das ganze Dokument 



1-31 



1-31 
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

pronation on patent family members 



Patent document 
cited in search report 



J* 



Publication 
date 



International Application No 

PCT/IB 00/00918 



Patent family 
member(s) 



Publication 
date 



US 5891631 



06-04-1999 



US 
US 
AU 
EP 
WO 



5527690 A 
5498696 A 
6911194 A 
0698115 A 
9426922 A 



18-06-1996 
12-03-1996 
12-12-1994 
28-02-1996 
24-11-1994 



Form PCT/ISA/210 (patent i am ity annex) (July 1992) 



VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM 

GEBIET DES PATENTW^JsJS 

Absender: MIT DER INTERNATIONALEN VORLAUFIGEN 
PRUFUNG BEAUFTRAGTE BEHORDE 



An: 

E. BLUM & Co. 
Vorderberg 1 1 
8044 ZURICH 
SUISSE 




PCT 



n - - 

; MITTEILUNG UBER DIE UBERSENDUNG 
,' 'bES INTERNATIONALEN VORLAUFIGEN 
PRUFUNGSBERICHTS 

(Regel71.1 PCT) 



Absendedatum 

(T ag/Monat/Jahr) 



12.10.2001 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
02280PC 


WICHTTGE MITTEILUNG 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/I BOO/009 18 


Internationales Anmeldedatum (Tag/Monat/Jahr) 
07/07/2000 


Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 
09/07/1999 


Anmelder 

MISEREZ, Andr6, R. 



1 . Dem Anmelder wird mitgeteilt, da8 ihm die mit der internatlonalen vorlaufigen Prufung beauftragte BehGrde 
hiermit den zu der internatlonalen Anmeldung erstellten internationalen vorlaufigen Prufungsbericht, 
gegebenenfalls mit den dazugehorigen Anlagen, ubermittelt. 

2. Eine Kopie des Berichts wird - gegebenenfalls mit den dazugehorigen Anlagen - dem Internationalen Buro zur 
Weiterleitung an alie ausgewahlten Amter ubermittelt. 

3. Auf Wunsch eines ausgewahlten Amts wird das Internationale Buro eine Ubersetzung des Berichts (jedoch 
nicht der Anlagen) ins Englische anfertigen und diesem Amt ubermitteln. 

4. ERINNERUNG 

Zum Eintritt in die nationale Phase hat der Anmelder vor jedem ausgewahlten Amt innerhalb von 30 Monaten 
ab dem Prioritatsdatum (oder in manchen Amtern noch spater) bestimmte Handlungen (Einreichung von 
Ubersetzungen und Entrichtung nationaler Gebuhren) vorzunehmen (Artikel 39 (1)) (siehe auch die durch das 
Internationale Buro im Formblatt PCT/IB/301 ubermittelte Information). 



1st einem ausgewahlten Amt eine Ubersetzung der internationalen Anmeldung zu ubermitteln, so muB diese 
Ubersetzung auch Ubersetzungen aller Anlagen zum internationalen vorlaufigen Prufungsbericht enthaitQn. Es 
ist Aufgabe des Anmelders, solche Ubersetzungen anzufertigen und den betroffenen ausgewahlten Amtern 
direkt zuzuleiten. 



Weitere Einzeiheiten zu den maBgebenden Fristen und Erfordernissen der ausgewahlten Amter sind Band II 
des PCT-Leitfadens fur Anmelder zu entnehmen. 



Name und Postanschrift der mit der internationalen Prufung 
beauftragten Behorde 


Bevollmdchtigter Bediensteter 




Europaisches Patentamt 


MYLONAS, E 


( Jj 


3S\ D-80298 Munchen 


ity* Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 






Fax: +49 89 2399 - 4465 


Tel. +49 89 2399-7746 



Formblatt PCT/I PEA/41 6 (Juli 1992) 



VERTRAG UB^blE INTERNATIONALE ZU^I/IMENARBEIT AUF DEM 

GEBIET DES PATENTWESENS 



PCT 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
02280PC 


siehe Mitteilung uber die Ubersendung des internationalen 
WEITERES VORGEHEN voriaufigen Prufungsberichts (Formblatt PCT/IPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/I BOO/009 18 


Internationales Anmeldedatum^agyAfonat/Ja/W'; 
07/07/2000 


Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
09/07/1999 



Internationale Patentklassifikation (IPK) Oder nationale Klassifikation und IPK 
C12Q1/68 



Anmelder 

MISEREZ, Andr6, R. 



1 . Dieser internationale voriaufige Prufungsbericht wurde von der mit der internationalen voriaufigen Prufung beauftragten 
Behdrde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 ubermittelt. 



2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 10 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 

□ AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behdrde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT). 

Diese Anlagen umfassen insgesamt Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 

I S Grundlage des Berichts 

II □ Prioritat 

III IS Keine Erstellung eines Gutachtens Qber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 

IV H Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

V S Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 

gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erkiarungen zur StQtzung dieser Feststellung 

VI □ Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

VII IS Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

VIII □ Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 



Datum der Einreichung des Antrags 
30/01/2001 


Datum der Fertigstellung dieses Berichts 
12.10.2001 


Name und Postanschrift der mit der internationalen voriaufigen 
Prufung beauftragten Behdrde: 

Europaisches Patentamt 
mkj D-80298 Munchen 

Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 

Fax: +49 89 2399 - 4465 


BevollmSchtigter Bediensteter ><[2S5*£\ 

AT 

Mueller, F (f ^ )) 

Tel. Nr. +49 89 2399 7722 



Formblatt PCT/I PEA/409 (Deckblatt) (Januar 1994) 



• 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/I BOO/0091 8 



1. Grundlage des Berichts 

1 . Hinsichtlich der Bestandteile der internationalen Anmeldung (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine 
Aufforderung nach Artikel 14 hin vorgelegt wurden, geften im Rah men dieses Berichts als "ursprunglich 
eingereicht" und sind ihm nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen entha/ten (Regein 70. 16 und 70. 1 7)): 
Beschreibung, Seiten: 

1-54 ursprungliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

1-31 ursprungliche Fassung 

Zeichnungen, Blatter: 

1/4-4/4 ursprungliche Fassung 

Sequenzprotokoll in der Beschreibung, Seiten: 
1-6, in der ursprunglich eingereichten Fassung. 

2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung Oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich urn 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Ftegel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 
internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 
H zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, daB das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

□ Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
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Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 



4. 



Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 



□ 



Beschreibung, 

Anspruche, 

Zeichnungen, 



Seiten: 



□ 



Nr.: 



□ 



Blatt: 



5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 
angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der urspriinglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatter, die solche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 



6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



III. Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erflnderische Tattgkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 

1 . Folgende Teile der Anmeldung wurden nicht daraufhin gepruft, ob die beanspruchte Erfindung als neu, auf 
erf inderischer Tatigkeit beruhend (nicht offensichtlich) und gewerblich anwendbar anzusehen ist: 

□ die gesamte internationale Anmeldung. 
EJ Anspruche Nr. 1,11. 



IS Die gesamte internationale Anmeldung, bzw. die obengenannten Anspruche Nr. 1 ,1 1 beziehen sich auf den 
nachstehenden Gegenstand, fur den keine internationale vorlaufige Prufung durchgefuhrt werden braucht 
(genaue Angaben): 
siehe Beiblatt 

□ Die Beschreibung, die Anspruche Oder die Zeichnungen (machen Sie hierzu nachstehend genaue Angaben) 
Oder die obengenannten Anspruche Nr. sind so unklar, daB kein sinnvolles Gutachten erstellt werden 
konnte (genaue Angaben): 



□ Die Anspruche bzw. die obengenannten Anspruche Nr. sind so unzureichend durch die Beschreibung 
gestutzt, daB kein sinnvolles Gutachten erstellt werden konnte. 

□ Fur die obengenannten Anspruche Nr. wurde kein internationaler Recherchenbericht erstellt. 

2. Eine sinnvolle internationale vorlaufige Prufung kann nicht durchgefuhrt werden, weil das Protokoll der Nukleotid- 
und/oder Aminosauresequenzen nicht dem in Anlage C der Verwaltungsvorschriften vorgeschriebenen Standard 
entspricht: 
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□ Die schriftliche Form wurde nicht eingereicht bzw. entspricht nicht dem Standard. 

□ Die computerlesbare Form wurde nicht eingereicht bzw. entspricht nicht dem Standard. 



IV. Mangelnde Einheitlichkeit der Erf indung 

1 . Auf die Aufforderung zur Einschrankung der Anspruche Oder zur Zahlung zusatzlicher Gebuhren hat der 
Anmelder: 

□ die Anspruche eingeschrankt. 

□ zusatzliche Gebuhren entrichtet. 

□ zusatzliche Gebuhren unter Widerspruch entrichtet. 

□ weder die Anspruche eingeschrankt noch zusatzliche Gebuhren entrichtet. 



2. □ Die Behorde hat festgestellt, da8 das Erfordernis der Einheitlichkeit der Erfindung nicht erfullt ist, und hat 
gemaB Regel 68.1 beschlossen, den Anmelder nicht zur Einschrankung der Anspruche oder zur Zahlung 
zusatzlicher Gebuhren aufzufordern. 



3. Die Behorde ist der Auffassung, daB das Erfordernis der Einheitlichkeit der Erfindung nach den Regeln 13.1, 13.2 
und 13.3 



□ erfullt ist 



13 aus folgenden Grunden nicht erfullt ist: 
siehe Beiblatt 



4. Daher wurde zur Erstellung dieses Berichts eine internationale vorlaufige Prufung fur folgende Teile der 
internationalen Anmeldung durchgefuhrt: 



13 afle Teile. 



□ die Teile, die sich auf die Anspruche Nr. beziehen. 



V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 



Neuheit (N) 

Erfinderische Tatigkeit (ET) 
Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) 



Ja: 


Anspruche 


18,25 


Nein: 


Anspruche 


1-17,19-24,26-31 


Ja: 


Anspruche 


18,25 


Nein: 


Anspruche 


1-17,19-24,26-31 


Ja: 


Anspruche 


2-10,12-31 (1,11?) 


Nein: 


Anspruche 
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2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 

VII. Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

Es wurde festgestellt, daB die internationale Anmeldung nach Form Oder Inhalt folgende Mangel aufweist: 
siehe Beiblatt 
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Zu Punkt III 

Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und 
gewerbliche Anwendbarkeit 

1 . Die Anspruche 1 und 1 1 haben ein Verfahren zum Gegenstand welches die Blut- 
bzw. Gewebeentnahme mit einschliesst und haben daher den Anschein eines in vivo 
Verfahrens. Der Gegenstand der Anspruche 1 und 1 1 allt somit unter die Verordnung 
nach Regel 67.1 (iv) PCT und eine Meinung uber deren gewerbliche Anwendbarkeit 
wird nicht gegeben (Artikel 34(4)(a)(i) PCT). 



Zu Punkt IV 

Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

Die vorliegende Anmeldung erfullt nich die Anforderung einer einheitlichen Erfindung 
(Regel 13.1 PCT). 

Wie genauer unter Punkt 5 aufgefuhrt wird ist ein Verfahren zur Erkennung von 
Krankheiten im Zusammenhang von Polymorphismen im SREBP Gen neu jedoch nicht 
erfinderisch. Im Stand der Technik wird der Fachmann motiviert nach Mutationen in 
SREBP Genen zu suchen, die im Zusammenhang mit Veranderungen im Cholesterin- 
und LDL- Haushalt stehen. Das der vorliegende Anmeldung zu grunde liegende 
gemeinsame Konzept, namlich das Auffinden von Mutationen im SREBP Gen, ist somit 
nicht erfinderisch. Jede Mutation im SREBP Gen beschreibt somit eine eigene 
Erfindung. Die vorliegende Anmeldung spaltet sich somit in die zu den gefundenen 
Mutationen komplementaren Primer/Sonden Sequenzen auf (Seq Id 3; Seq Id 7, Seq Id 
9; Seq Id 10, Seq Id 11, Seq Id 12, Seq Id 13, Seq Id 14, Seq Id 15, Seq Id 16, Seq Id 
17, Seq Id 18). Jede Seq ID beschreibt somit eine eigene Erfindung. 
Zur Beschleunigung des Verfahrens wird die Anmeldung jedoch als ganzes gepruft. 



Zu Punkt V 

Begrundete Feststellung nach Regel 66.2(a)(ii) hinsichtlich der Neuheit, der 
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erfinderischen Tatigkeit und der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und 
Erklarungen zur Stiitzung dieser Feststellung 

Es wird auf folgende Dokumente verwiesen: 

D1 : MISEREZ ANDREW G ET AL: GENOMICS, Bd. 40, Nr. 1 , 1 997, SISSN: 

0888-7543 in der Anmeldung erwahnt 
D2: US-A-5 891 631 

D3: MISEREZ: 'UNI NOVA, WISSENSCHAFTMAGAZIN DER UNIVERSITAT 

BASEL, Bd. 81, April 1998 (1998-04), XP002159139 
D4: HUA XIANXIN ET AL: GENOMICS, Bd. 25, Nr. 3, 1995, Seiten 667-673, 

XP000979463 

D5 Yang J. et I., J. Biological Chemistry.270,20, 19.05.1995, pp. 12152-12161 

D6: Hacia J.G. et al., Genomic Research,8,12,12-1998, 1245-1258 

D7: Pai J. et al., J. Biological Chemistry, 273,40, 02.10.1998, 26138-26148 

Die Dokumente D5 und D7 sind nicht im Intemationalen Recherchenbericht 
zitiert. Kopien davon sind als Anlage an diesen Bescheid zu finden (Richtlinien III, 
7.24 PCT). 



1 . Der Gegenstand des unabhangigen Anspruchs 1 ist neu (Artikel 33 (2) PCT). 
Ein Verfahren zur Erkennung eines erhohten Krankheits- und/oder 
Mortalitatsrisikos in Abhangigkeit des SREBP-Gens ist im Stand der Technik nicht 
offenbart. 

1.1 Der Gegenstand des unabhangigen Anspruchs 1 ist nicht erfinderisch (Artikel 33 
(3) PCT). 

D1 wird als nachstliegender Stand der Technik angesehen. D1 beschreibt die 
Struktur des menschlichen Gens SREBF2, welches eine Schlusselrolle in der 
Regulierung der Cholesterin Biosynthese und des LDL Stoffwechsels besitzt. Die 
Moglichkeit von aenetischen Variationen in diesem Gen, die zu unterschiedlichen 
LDL-Niveaus im Plasma fuhren konnen wird diskutiert (S. 31 , 2. Spalte; S. 32, 1 . 
Spalte 2. Absatz). D1 sagt weiterhin, dass noch uber keine "naturlich" 
vorkommenden Mutationen im SREBF1 und SREBF2 Gen berichtet wurde (S. 
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32,1 . Spalte, letzter Absatz), bezieht sich jedoch gleichzeitig auf eine Publikation 
von Yang et al. (D5), die uber ein verkurztes SREBP-2 protein in Hamsterzellen 
(CHO) zu berichten weis, siehe z.B.: Diskussion in D5. Weiterhin diskutiert D5 die 
wichtige Rolle des SREBP-2 Gens in der Regulierung des Cholesterin 
Metabolismus. D1 fuhrt in seinem letzten Absatz auf Seite 38, 2. Spalte den 
Fachmann auf die Spur dass Variationen des SREBF1 und SREBF2 Gens in 
Zusammenhang mit Abweichungen im Lipidhaushalt auch im menschlichen 
Genom zu finden seien konnten (im Hinblick auf LDL und Cholesterin-Haushalt, 
siehe auch D2, Seite 5, 2. Absatz). Auch in D4, einem weiteren Dokument auf 
dem Gebiet der SREBF-Gene, wird der Zusammenhang von SREBF2 und 
SREBF1 mit der Cholesterin-Synthese und dem LDL Metabolismus und mogliche 
phenotypische Effekte welche durch genetische Variationen hervorgerufen 
werden konnen, diskutiert (S. 672, 1. Spalte 2. Absatz ff.). D3 beschreibt die 
SREBP Proteine und Gene als mogliche Zielmolekule zur Behandlung von 
Hypercholestrolemia und damit assozierten Krankheiten (Spalte 2, Zeile 64 ff.). 
D7, beschreibt mehere Varianten der SREBP Gene (SREBP-1a, SREBP-1c und 
SREBP-2), welche den Cholesterin- und Fettsaurehaushalt der Zelle modulieren 
(siehe Diskussion). 

Durch die in D1 gefuhrte Diskussion ist der Fachmann uber die wichtige Funktion 
der SREBF Gene (SREBF1 und SREBF2) informiert und durch die Darlegungen 
aus D3,D4,D5 und D7 hat der Fachmann Anleitung und grosstmogliche Motivation 
erfahren nach mdglichen Mutationen und Polymorphismen in den SREBF Genen, 
welche im Zusammenhang mit Krankheiten des Cholersterin- und LDL- 
Haushaltes stehen, zu suchen. 

Die Erfordernisse fur eine erfinderische Tatigkeit sind somit nicht erfullt (Artikel 33 
(3) PCT). 

1.2 Derselben Begrundung folgend erfullen die abhangigen Anspruche 2-6,10-13, 15- 
17,19 und die Anpruche 28 und 29 ebenfalls nicht die Erfordernisse von Artikel 
33(3) PCT. 

1.3 Der Gegenstand der Anspruche 7,8,9,14, und 30,31 ist neu (Artikel 33 (2) PCT) 
jedoch nicht erfinderisch (Artikle 33 (3) PCT). 

Im Stand der Technik wird auf Nukleotidvariationen in den Genen SREBP-1 und 
SREBP-2 hingewiesen. Der Fachmann wird daher veranlasst nach Mutationen in 
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2. 



2.1 
2.2 



diesen Genen zu suchen. Dem Auffinden von Mutationen in diesen Genen, durch 
Sonden, Primer oder durch Restriktionsanalyse kann daher keine erfinderische 
Tatigkeit anerkannt werden. 

Der Gegenstand des Anspruchs 18 ist neu (Artikel 33 (2) PCT und erfinderisch 
(Artikle 33 (3) PCT). 

Im Stand der Technik ist kein Zusammenhang zwischen SREBP-1 und SREBP-2 , 
sowie von Polymorphismen dieser Gene, mit davon abzuleitenden 
Nebenwirkungen bei einer HIV-Therapie offenbart. Eine erfinderische Tatigkeit 
kann somit anerkannt werden. 

Der Gegenstand des unabhangigen Anspruchs 20, sowohl der abhangigen 
Anspruche 21-27 ist neu (Artikel 33 (2) PCT). 

Die Verwendung von DNA- oder RNA-Chips ist ein im Stand der Technik ubliches 
Verfahren um Polymorphismen zu erkennen. Als Beispiel beschreibt D6 die 
Verwendung von High-Density Oligonucleotide Arrays zur Untersuchung von 
heterozygoten und homozygoten Sequenzvariation im grossen multiexon ATM 
Gen (S. 1255, 1. Spalte, 2.Absatz). Mit dem im Stand der Technik (D1-D5) 
zuganglichen Wissen, aufgefuhrt in Punkt 1.1 dieses Bescheides, ist somit die 
Verwendung von DNA oder RNA Chips zur Erkennung von Mutationen in den 
Genen SREBP-1 UNd SREBP-2 fur den Fachmann offensichtlich. Eine 
erfinderische Tatigkeit ist somit nicht erforderlich. Die Erfordernisse von Artikel 33 
(3) PCT sind somit fur den Gegenstand des Anspruchs 20 nicht erfullt. 

Derselben Begrundung folgend erfullt auch der Gegenstand der Anspruche 21-24 
und 26, 27 nicht die Erfordernisse von erfinderischer Tatigkeit (Artikel 33 (3) PCT). 

Dem Gegenstand des Anspruchs 25 kann erfinderische Tatigkeit anerkannt 
werden (siehe Begrundung unter Punkt 1.4 in diesem Bescheid). 



Zu Punkt VII 



Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 
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1. Der Inhalt der Zeilen 4-9 auf Seite 1 ist belanglos nach Regel 9.1 (iv) PCT. 

2. Im Widerspruch zu den Erfordernissen der Regel 5.1 a) ii) PCT werden in der 
Beschreibung weder der in den Dokumenten D3,D5,D6 und D7 offenbarte einschlagige 
Stand der Technik noch diese Dokumente angegeben. 
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1. Dieser Bescheid ist der erste schriftliche Bescheid der mit der internationalen vorlaufigen Prufung beauftragte Behorde 

2. Dieser Bescheid enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 



I 


IS 


II 


□ 


ill 


IS 


IV 




V 




VI 


□ 


VII 




VIII 


□ 



Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

BegrOndete Feststellung nach Regel 66.2(a)(ii) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigl 
der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 



3. Der Anmelder wird aufgefordert, zu diesem Bescheid Stellung zu nehmen 

Wann? Siehe oben genannte Frist. Der Anmelder kann vor Ablaut dieser Frist bei der Behorde eine 
Verlangerung beantragen, siehe Regel 66.2 d). 

Wie? Durch Einreichung einer schriftlichen Stellungnahme und gegebenenfalls von Anderungen 

nach Regel 66.3. Zu Form und Sprache der Anderungen, siehe Regeln 66.8 und 66.9. 

Dazu: Hinsichtlich einer zusatzlichen Moglichkeit zur Einreichung von Anderungen, siehe Regel 66.4. 

Hinsichtlich der Verpflichtung des Prufers, Anderungen und/oder Gegenvorstellungen zu berucksichtigen, 
siehe Regel 66.4 bis. 

Hinsichtlich einer formlosen Eroterung mit dem Prufer, siehe Regel 66.6. 
Wird keine Stellungnahme elngereicht, so wird der intemationale vorlaufige Prufungsbericht auf der Grundlage dieses Bescheides erstellt, 

4. Der Tag, an dem der intemationale vorlaufige Prufungsbericht 
gemaB Regel 69.2 spatestens erstellt sein muG, ist der: 09/11/2001. 



Name und Postanschrifft der mit der internationalen Prufung 
beauftragte Behorde: 

J- Europaisches Patentamt 
D-80298 Munchen 
Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 

Fax: +49 89 2399 - 4465 



Bevollmachtigter Bediensteter / Prufer 
Mueller, F 



Formalsachbearbeiter (einschl. Fristverlangerung) 

Emslander, S 

Tel. +49 89 2399 8718 
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I. Grundlage des Bescheids 

1 . Hinsichtlich der Bestandteile der internationalen Anmeldung (Ersatzblatter, die dem Anme/deamt auf eine 
Aufforderung nach Artikel 14 hin vorgelegt wurden, gelten im Rahmen dieses Bescheids als "ursprunglich 
eingereicht"): 

Beschreibung, Seiten: 

1-54 ursprungliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

1-31 ursprungliche Fassung 

Zeichnungen, Blatter: 

1/4-4/4 ursprungliche Fassung 

Sequenzprotokoll in der Beschreibung, Seiten: 

1-6, in der ursprunglich eingereichten Fassung. 

2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich urn 

□ die Sprache der Obersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Obersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotide und/oder Aminosauresequenz ist die 
internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

El in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

K zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, daB das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 
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□ Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 



4. 



Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 



□ 



Beschreibung, 

Anspruche, 

Zeichnungen, 



Seiten: 



□ 



Nr.: 



□ 



Blatt: 



5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzbiatter, die solche Anderungen enthaften, ist unter Punkt 1 hinzuweisen; sie sind diesem Bericht 
beizufugen.) 

6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



III. Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 

1. Folgende Teile der Anmeldung wurden und werden nicht daraufhin gepruft, ob die beanspruchte Erfindung als 
neu, auf erfinderischer Tatigkeit beruhend (nicht offensichtlich) und gewerblich anwendbar anzusehen ist: 

□ die gesamte internationale Anmeldung, 
Kl Anspruche Nr. 1,11. 



Die gesamte internationale Anmeldung, bzw. die obengenannten Anspruche Nr. 1 ,1 1 beziehen sich auf den 
nachstehenden Gegenstand, fur den keine internationale vorlaufige Prufung durchgefiihrt werden braucht 
(genaue Angaben): 
siehe Beiblatt 

□ Die Beschreibung, die Anspruche Oder die Zeichnungen (machen Sie bitte nachstehend genaue Angaben) 
Oder die obengenannten Anspruche Nr. sind so unklar, daB kein sinnvolles Gutachten erstellt werden 
konnte (genaue Angaben): 



□ Die Anspruche bzw. die obengenannten Anspruche Nr. sind so unzureichend durch die Beschreibung 
gestutzt, daB kein sinnvolles Gutachten erstellt werden konnte. 

□ Fur die obengenannten Anspruche Nr. wurde kein internationaler Recherchenbericht erstellt. 

2. Es kann kein schriftliches Gutachten erstellt werden, weil das Protokoll der Nukleotid- und/oder 

Aminosauresequenzen nicht dem in Anlage C der Verwaltungsvorschriften vorgeschriebenen Standard 



Begrundung: 



entspricht: 
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□ Die schriftliche Form wurde nicht eingereicht bzw. entspricht nicht dem Standard. 

□ Die computerlesbare Form wurde nicht eingereicht bzw. entspricht nicht dem Standard. 

IV. Mangelnde Einheitlichkeit der Erf indung j 

1 . Auf die Aufforderung zur Einschrankung der Anspruche oder zur Zahlung zusatzlicher Gebuhren (Formblatt 
PCT/I PEA/405) hat der Anmelder: 

□ die Anspruche eingeschrankt. 

□ zusatzliche Gebuhren entrichtet. 

□ zusatzliche Gebuhren unter Widerspruch entrichtet. 

□ weder die Anspruche eingeschrankt noch zusatzliche Gebuhren entrichtet. 

2. a Die Behorde hat festgestellt, daB das Erfordernis der Einheitlichkeit der Erfindung aus folgenden Grunden 

nicht erf ullt ist, und hat gemaB Regel 68.1 beschlossen, den Anmelder nicht zur Einschrankung der 
Anspruche oder zur Zahlung zusatzlicher Gebuhren aufzufordern: 
siehe Beiblatt 

3. Daher wurde zur Erstellung dieses Bescheids eine internationale vorlaufige Prufung fur folgende Teile der 
internationalen Anmeldung durchgefuhrt: 

H alle Teile. 

□ die Teile, die sich auf die Anspruche Nr. beziehen. 



V. Begrundete Feststellung nach Regel 66.2(a)(ii) hinsichtiich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und 
der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Anspruche 

Erfinderische Tatigkeit (IS) Anspruche 1 -1 7,1 9-24,26-31 

Gewerbliche Anwendbarkeit (IA) Anspruche 

2. Unterlagen und Erklarungen: 
siehe Beiblatt 



VII. Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

Es wurde festgestellt, daB die internationale Anmeldung nach Form oder Inhalt folgende Mangel aufweist: 
siehe Beiblatt 
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Zu Punkt 111 

Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und 
gewerbliche Anwendbarkeit 

1 . Die Anspriiche 1 und 1 1 haben ein Verfahren zum Gegenstand welches die Blut- 
bzw. Gewebeentnahme mit einschliesst und haben daher den Anschein eines in vivo 
Verfahrens. Der Gegenstand der Anspriiche 1 und 1 1 allt somit unter die Verordnung 
nach Regel 67.1 (iv) PCT und eine Meinung uber deren gewerbliche Anwendbarkeit 
wird nicht gegeben (Artikel 34(4)(a)(i) PCT). 

Zu Punkt IV 

Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

Die vorliegende Anmeldung erfullt nich die Anforderung einer einheitlichen Erfindung 
(Regel 13.1 PCT). 

Wie genauer unter Punkt 5 aufgefuhrt wird ist ein Verfahren zur Erkennung von 
Krankheiten im Zusammenhang von Polymorphismen im SREBP Gen neu jedoch nicht 
erfinderisch. Im Stand der Technik wird der Fachmann motiviert nach Mutationen in 
SREBP Genen zu suchen, die im Zusammenhang mit Veranderungen im Cholesterin- 
und LDL- Haushalt stehen. Das der vorliegende Anmeldung zu grunde liegende 
gemeinsame Konzept, namlich das Auffinden von Mutationen im SREBP Gen, ist somit 
nicht erfinderisch. Jede Mutation im SREBP Gen beschreibt somit eine eigene 
Erfindung. Die vorliegende Anmeldung spaltet sich somit in die zu den gefundenen 
Mutationen komplementaren Primer/Sonden Sequenzen auf (Seq Id 3; Seq Id 7, Seq Id 
9; Seq Id 10, Seq Id 11, Seq Id 12, Seq Id 13, Seq Id 14, Seq Id 15, Seq Id 16, Seq Id 
17, Seq Id 18). Jede Seq ID beschreibt somit eine eigene Erfindung. 
Zur Beschleunigung des Verfahrens wird die Anmeldung jedoch als ganzes gepruft. 



Zu Punkt V 
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Begrundete Feststellung nach Regel 66.2(a)(ii) hinsichtlich der Neuheit, der 
erfinderischen Tatigkeit und der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und 
Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

Es wird auf folgende Dokumente verwiesen: 

D1 : MISEREZ ANDREW G ET AL: GENOMICS, Bd. 40, Nr. 1 , 1 997, SISSN: 

0888-7543 in der Anmeldung erwahnt 
D2: US-A-5 891 631 

D3: MISEREZ: 'UNI NOVA, WISSENSCHAFTMAGAZIN DER UNIVERSITAT 

BASEL, Bd. 81, April 1998 (1998-04), XP002159139 
D4: HUA XIANXIN ET AL: GENOMICS, Bd. 25, Nr. 3, 1995, Seiten 667-673, 

XP000979463 

D5 Yang J. et I., J. Biological Chemistry,270,20, 19.05.1995, pp. 12152-12161 

D6: Hacia J.G. et al., Genomic Research,8,12,12-1998, 1245-1258 

D7: Pai J. et al., J. Biological Chemistry, 273,40, 02.10.1998, 26138-26148 

Die Dokumente D5 und D7 sind nicht im Intemationalen Recherchenbericht 
zitiert. Kopien davon sind als Anlage an diesen Bescheid zu finden (Richtlinien ill, 
7.24 PCT). 

1. Der Gegenstand des unabhangigen Anspruchs 1 ist neu (Artikel 33 (2) PCT). 
Ein Verfahren zur Erkennung eines erhohten Krankheits- und/oder 
Mortalitatsrisikos in Abhangigkeit des SREBP-Gens ist im Stand der Technik nicht 
offenbart. 

1.1 Der Gegenstand des unabhangigen Anspruchs 1 ist nicht erfinderisch (Artikel 33 
(3) PCT). 

D1 wird als nachstliegender Stand der Technik angesehen. D1 beschreibt die 
Struktur des menschlichen Gens SREBF2, welches eine Schlusselrolle in der 
Regulierung der Cholesterin Biosynthese und des LDL Stoffwechsels besitzt. Die 
Moglichkeit von genetischen Variationen in diesem Gen, die zu unterschiedlichen 
LDL-Niveaus im Plasma fuhren konnen wird diskutiert (S. 31 , 2. Spalte; S. 32, 1 . 
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Spalte 2. Absatz). D1 sagt weiterhin, dass noch uber keine "naturlich" 
vorkommenden Mutationen im SREBF1 und SREBF2 Gen berichtet wurde (S. 
32,1 . Spalte, letzter Absatz), bezieht sich jedoch gleichzeitig auf eine Publikation 
von Yang et al. (D5), die uber ein verkurztes SREBP-2 protein in Hamsterzellen 
(CHO) zu berichten weis, siehe z.B.: Diskussion in D5. Weiterhin diskutiert D5 die 
wichtige Rolle des SREBP-2 Gens in der Regulierung des Cholesterin 
Metabolismus. D1 fuhrt in seinem letzten Absatz auf Seite 38, 2. Spalte den 
Fachmann auf die Spur das vergleichbare Variationen des SREBF1 und SREBF2 
Gens, wie in D5 beschrieben wurden, auch im menschlichen Genom zu finden 
seien und die im weiteren fur Krankheiten (im Hinblick auf LDL und Cholesterin- 
Haushalt, siehe auch D2, Seite 5, 2. Absatz) verantwortlich sein konnten. Auch in 
D4, einem weiteren Dokument im Gebiet der SREBF-Gene, wird der 
Zusammenhang von SREBF2 und SREBF1 mit der Cholesterin-Synthese und 
dem LDL Metabolismus und mogliche phenotypische Effekte welche durch 
genetische Variationen hervorgerufen werden konnen, diskutiert (S. 672, 1. Spalte 
2. Absatz ff.). D3 beschreibt die SREBP Proteine und Gene als mogliche 
Zielmolekule zur Behandlung von Hypercholestrolemia und damit assozierten 
Krankheiten (Spalte 2, Zeile 64 ff.). D7, beschreibt mehere Varianten der SREBP 
Gene (SREBP-1a, SREBP-1c und SREBP-2), welche den Cholesterin- und 
Fettsaurehaushalt derZelle modulieren (siehe Diskussion). 
Durch die in D1 gefuhrte Diskussion ist der Fachmann uber die wichtige Funktion 
der SREBF Gene (SREBF1 und SREBF2) informiert und durch die Darlegungen 
aus D3,D4,D5 und D7 hat der Fachmann Anleitung und grosstmogliche Motivation 
erfahren nach moglich Mutationen und Polymorphismen in den SREBF Genen, 
welche im Zusammenhang mit Krankheiten des Cholersterin- und LDL- 
Haushaltes stehen, zu suchen. 

Die Erfordernisse fur eine erfindersiche Tatigkeit sind somit nicht erfullt (Artikel 33 
(3) PCT). 

1.2 Derselben Begrundung folgend erfullen die abhangigen Anspruche 2-6 10-13, 15- 
17 19 und die Anpruche 28 und 29 ebenfalls nicht die Erfordernisse von Artikel 
33(3) PCT. 

1 .3 Der Gegenstand der Anspruche 7,8,9,14, und 30,31 ist neu (Artikel 33 (2) PCT) 
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jedoch nicht erfinderisch (Artikle 33 (3) PCT). 

Im Stand der Technik wird auf Nukleotidvariationen in den Genen SREBP-1 und 
SREBP-2 hingewiesen. Der Fachmann wird daher veranlasst nach Mutationen in 
diesen Genen zu suchen. Dem Auffinden von Mutationen in diesen Genen, durch 
Sonden, Primer oder durch Restriktionsanalyse kann daher keine erfinderische 
Tatigkeit anerkannt werden. 

1.4 Der Gegenstand des Anspruchs 18 ist neu (Artikel 33 (2) PCT und erfinderisch 
(Artikle 33 (3) PCT). 

Im Stand der Technik ist kein Zusammenhang zwischen SREBP-1 und SREBP-2 , 
sowie von Polymorphismen dieser Gene, mit davon abzuleitenden 
Nebenwirkungen bei einer HIV-Therapie offenbart. Eine erfinderische Tatigkeit 
kann somit anerkannt werden. 

2. Der Gegenstand des unabhangigen Anspruchs 20, sowohl der abhangigen 
Anspruche 21-27 ist neu (Artikel 33 (2) PCT). 

Die Verwendung von DNA- oder RNA-Chips ist ein im Stand der Technik ubliches 
Verfahren urn Polymorphismen zu erkennen. Als Beispiel beschreibt D6 die 
Verwendung von High-Density Oligonucleotide Arrays zur Untersuchung von 
heterozygoten und homozygoten Sequenzvariation im grossen multiexon ATM 
Gen (S. 1255, 1. Spalte, 2.Absatz). Mit dem im Stand der Technik (D1-D5) 
zuganglichen Wissen, aufgefuhrt in Punkt 1.1 dieses Bescheides, ist somit die 
Verwendung von DNA oder RNA Chips zur Erkennung von Mutationen in den 
Genen SREBP-1 UNd SREBP-2 fur den Fachmann offensichtlich. Eine 
erfinderische Tatigkeit ist somit nicht erforderlich. Die Erfordernisse von Artikel 33 
(3) PCT sind somit fur den Gegenstand des Anspruchs 20 nicht erfullt. 

2.1 Derselben Begrundung folgend erfullt auch der Gegenstand der Anspruche 21-24 
und 26, 27 nicht die Erfordernisse von erfinderischer Tatigkeit (Artikel 33 (3) PCT). 

2.2 Dem Gegenstand des Anspruchs 25 kann erfinderische Tatigkeit anerkannt 
werden (siehe Begrundung unter Punkt 1.4 in diesem Bescheid). 
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Zu Punkt VII 

Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

1 . Der Inhalt der Zeilen 4-9 auf Seite 1 ist belanglos nach Regel 9.1 (iv) PCT. 

2. Im Widerspruch zu den Erfordernissen der Regel 5.1 a) ii) PCT werden in der 
Beschreibung weder der in den Dokumenten D3,D5,D6 und D7 offenbarte einschlagige 
Stand derTechnik noch diese Dokumente angegeben. 
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Europaisches Patentamt 



UPS 



D-80298 Munchen 



Zurich, 17. September 2001 

Patente Dr. PK 

Unsere Akte: 02280PC 



Internationale Patentanmeldung PCT/IB00/00918 
Anmelder: Miserez Andre, R. 



Sehr geehrte Damen und Herren 

In Antwort auf den ersten schriftlichen Bescheid gemass Artikel 34(1) c und Regel 66(2) c 
PCT fmden Sie anbei unseren Kommentar zu den gemachten Einwanden. 

Zu Punkt III des Bescheids 

Die Anspruche 1 und 11 haben kein Verfahren gemass der Regel 67.1(iv) PCT zum 
Gegenstand, da der Schritt der Blut- oder Gewebeentnahme nicht zum beanspruchten 
Verfahren gehort (siehe Wortlaut der Anspruche 1 und 11) d.h. die Verfahren beinhalten 
keinen Schritt, der am menschlichen oder tierischen Korper vorgenommen wird. Die 
beanspruchten Verfahren sind daher gemass Artikel 34(4)(a)i PCT gewerblich anwendbar. 

Zu Punkt IV des Bescheids 



Die vorliegende Anmeldung erfullt die Anforderung der Einheitlichkeit gemass Regel 13.1 
PCT. 



E. BLUM & CO. 



Seite: 2 



Datum: 17.09.01 



Das der Anmeldung zu grunde liegende gemeinsame Konzept, namlich das Auffinden von 
krankheitsassozierte Polymorphismen in den SREB-Proteinen, ist gegenuber den zitierten 
Dokumenten des Standes der Technik neu und beruht auf einer erfinderischen Tatigkeit (siehe 
unten zu Punkt V, 1.1-1.3). 

Die vorliegende Anmeldung erfullt daher die Anforderung der Einheitlichkeit gemass R. 13.1 
PCT. 

Zu Punkt V des Bescheids 

ZuPunkten 1.1-1.3 

Die Anspriiche 1-17, 19 sowie 28-31 sind neu und beruhen gegenuber den Dokumenten Dl, 
D2, D3-D5 und D7 auf einer erfinderischen Tatigkeit. 

Die vorliegende Erfindung hat die Aufgabe verbesserte Mittel zur Friihdiagnose und Therapie 
von Risikopatienten zu Verfiigung zu stellen. 

Die Losung dieser Aufgabe durch ein erfindungsgemasses Verfahren erfullt die Bedingung der 
erfinderischen Tatigkeit gegenuber den zitierten Dokumenten. 

Im Verfahren gemass Anspruch 1 wird ein Polymorphismus in mindestens einem SREB 
Protein untersucht. Auf der Seite 4 unten und Seite 5 oben der vorliegenden Anmeldung wird 
definiert, welche Bedeutung der Begriff „Polymorphismus" im Rahmen der vorliegenden 
Anmeldung hat. Diese Definition umfasst nur naturliche im Menschen vorkommende 
Sequenzvariationen . 

Dl offenbart auf S. 38, 2. Spalte, dass die Wirkung von ahnlichen Mutationen, wie sie in 
Hamsterzellen gefunden wurden, im menschlichen SREBF1 und SREBF2 Gen auf den 
Lipidstoffwechsel nicht vorausgesagt werden konnen, da noch zu wenige in vivo Daten fur die 
vorliegen. Die Hamsterzellinien wurden mittels Behandlung mit Mutagenen hergestellt und es 
handelt sich somit bei den Mutationen in den SREBP Genen der Hamsterzellen keinesfalls um 
naturliche Mutationen (siehe auch unter D5). 
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In D4 auf S.672, Spake 1, 2. Abschnitt wird klar gesagt, dass keine menschlichen Krankheiten 
mit Mutationen in den SREBP Genen bekannt sind. Die Autoren halten bloss fest, dass rein 
theoretisch Mutationen in diesen Genen einen Einfluss auf die Plasmakonzentration von LDL 
Cholesterol haben konnten. Dabei handelt es sich bloss um eine allgemeine Aussage der 
Autoren, die fur jedes Gen gemacht werden kann, und sich auf keinerlei Fakten stutzen kann. 
Eine solche allgemeine Aussage ist fiir den Fachmann keine Motivation gezielt nach 
kranheitsassozierten Mutationen in den menschlichen SREBP Genen zu suchen, da kaum 
Aussicht auf Erfolg besteht. 

D3 enthalt keine Hinweise, dass natUrliche Mutationen in den menschlichen SREBP Genen 
mit Krankheiten des Menschen in Verbindung stehen. Vielmehr betont das Dokument, dass 
keine Mutationen in den SREBP-Genen beim Menschen bekannt sind (2. letzte Seite). 

D5 beschreibt drei Hamsterzellinien, welche mutierte SREBP-2 Gene aufweisen. Die Zellen 
exprimieren konstitutiv-aktive verkiirzte SREB Proteine. Die Zellinien wurden durch 
Behandlung von Mutagenen hergestellt und stellen daher kein natiirliches System dar. Auch in 
diesem Dokument findet sich kein Hinweis auf entsprechende Mutationen in den 
menschlichen Genen, die im Zusammenhang mit Krankheiten stehen. 

In D7 werden CHO-Zellinien beschrieben, die unterschiedliche Mengen der nuklearen 
Varianten der SREB Proteine exprimieren. Bei den beschriebenen SREB Proteinen handelt es 
sich um Proteine, die durch unterschiedliche Gene kodiert werden oder ein unterschiedliches 
erstes Exon aufweisen, und nicht um Mutanten (siehe S. 26138, rechte Spalte, 3 Absatz). 

Der Fachmann kann u.E. aus Dl und D4 nur entnehmen, dass es absolut keine Hinweise auf 
das Vorhandensein von Mutationen in den menschlichen SREBF Genen gibt, die in einem 
Zusammenhang mit menschlichen Krankheiten stehen konnten. Die in vitro Modellsysteme 
(Hamsterzellinien) von D5 wurden ktinstlich mittels Behandlung der Zellen mit Mutagenen 
hergestellt und die dadurch induzierten Mutationen konnen keinesfalls als natiirlich 
bezeichnet werden. 
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Die im ersten schriftlichen Bescheid gezogene Schlussfolgerung, dass solche kiinstlich 
induzierten Mutationen auch in den menschlichen Genen gefunden werden und mit 
Krankheiten assoziiert sind, findet keinerlei Stiitzung in den zitierten Dokumenten. Die 
Behauptung, dass der Fachmann in den humanen Genen Mutationen gemass D5 gesucht hatte, 
belegt hochstens, dass der Fachmann die erfindungsgemassen Polymorphismen nicht gesucht 
hatte, da diese nicht zu einer Verkiirzung des Proteins, ja der eine nicht einmal zu einer 
anderen Aminosaure fuhren! 

Der Fachmann wird u.E. sogar entmutigt nach Mutationen in den menschlichen SREBP 
Genen zu suchen, da gemass Dl von den in vitro Daten aus den Zellkulturstudien nicht auf die 
in vivo Funktion/Regulation dieser Proteine geschlossen werden kann (Dl, S. 38, linke Spalte, 
Zeile 6 ff.). Die Autoren weisen also ausdriicklich auf die sehr begrenzte Aussagekraft von in 
vitro Studien hin und relativieren deren Bedeutung fur die in vivo Verhaltnisse. 

Der Fachmann kann einer Kombination der zitierten Dokumente nur entnehmen, dass die 
SREBP Gene im Menschen vorhanden sind, deren genaue in vivo Funktion und Regulation 
(ausser deren Beteiligung im Cholesterinstoffwechsel) jedoch unbekannt ist und keine 
natiirliche Mutationen in diesen Genen in Organismen bekannt sind. Es liegen daher keinerlei 
schliissige Hinweise vor, die einen Zusammenhang zwischen Polymorphismen/Mutationen in 
den menschlichen SREBP Genen und Krankheiten des Menschen herstellen. 

Die obengenannten Anspruche beruhen daher gegenuber den zitierten Dokumenten auf einer 
erfinderischen Tatigkeit. 

Zu Punkt 1.4. 

Wir stimmen der mit der vorlaufigen Priifung beauftragten Behorde zu, dass der Anspruch 18 
neu ist und auf einer erfinderischen Tatigkeit beruht. 

Zu Punkten 2 und 2.1 



Die Anspruche 20-24 sowie 26 und 27 sind aus den unter den Punkten 1.1-1.3 aufgefuhrten 
Griinden neu und beruhen auf einer erfinderischen Tatigkeit gegenuber D1-D6. 
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Zu Punkt 2.2 

Wir stimmen der mit der vorlaufigen Priifung beauftragten Behorde zu, dass der Anspruch 25 
neu ist und auf einer erfinderischen Tatigkeit beruht. 

Zu Punkt VII 



Der Verweis in der vorliegenden Anmeldung auf die Schweizer Prioritatsanmeldung ist nicht 
belanglos gemass Regel 9.1(iv) PCT. 

Dieser Verweis ist keinesfalls belanglos, da dadurch die Offenbarung der Prioritatsanmeldung 
in gewissen Landern als in die vorliegende Anmeldung aufgenommen gilt, und hat vor allem 
fiir die USA Bedeutung. 



Ein Hinweis auf die Dokumente des Standes der Technik wird im Verlauf des 
Erteilungsverfahrens wahrend der nationalen/regionalen Phase in die Patentbeschreibung 
aufgenommen werden. 



Zu Punkt L 



Zu Punkt 2 



Mit freundlichen Griissen 

E. BLUM & CO 

i.V. 



i.A. 



Dr. R. Rliedi 



Dr. P. Kiing 
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IMPORTANT NOTIFICATION 


Applicant's or agent* s file reference 
02280PC 


International application No. 
PCT/I B00/009 18 



The applicant is hereby notified that the International Bureau has received the record copy of the international application as 
detailed below. 

Name(s) of the applicant(s) and State(s) for which they are applicants: 

MISEREZ, Andre, R. (all designated States) 

International filing date 07 July 2000 (07.07.00) 

Priority date(s) claimed 09 July 1999 (09.07.99) 

Date of receipt of the record copy n n - „ nm 

by the International Bureau : 1 I July 2000 (1 1 .U/.UU) 

List of designated Offices : 
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ATTENTION 

The applicant should carefully check the data appearing in this Notification. In case of any discrepancy between these data 
and the indications in the international application, the applicant should immediately inform the International Bureau. 



In addition, the applicant's attention is drawn to the information contained in the Annex, relating to: 
"xl time limits for entry into the national phase 
confirmation of precautionary designations 
requirements regarding priority documents 
A copy of this Notification is being sent to the receiving Office and to the International Searching Authority. 
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Peggy Steunenb£ 

Telephone No. (41 -22) 338.83.38 
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International filing date (day/month/year) 
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International publication date (day/month/year) 
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Priority date (day/month/year) 
09 July 1999 (09.07.99) 


Applicant 

MISEREZ, Andr6, R. 



1. The applicant is hereby notified of the date of receipt (except where the letters "NR" appear in the right-hand column) by the 
International Bureau of the priority document(s) relating to the earlier application(s) indicated below. Unless otherwise 
indicated by an asterisk appearing next to a date of receipt or by the letters "NR", in the right-hand column, the priority 
document concerned was submitted or transmitted to the International Bureau in compliance with Rule 17.1(a) or (b). 

2. This updates and replaces any previously issued notification concerning submission or transmittal of priority documents. 

3. An asterisk^*) appearing next to a date of receipt, in the right-hand column, denotes a priority document submitted 
or transmitted to the International Bureau but not in compliance with Rule 17.1(a) or (b). In such a case, the attention 
of the applicant is directed to Rule 1 7.1 (c) which provides that no designated Office may disregard the priority claim 
concerned before giving the applicant an opportunity, upon entry into the national phase, to furnish the priority document 
within a time limit which is reasonable under the circumstances. 

4. The letters "NR" appearing in the right-hand column denote a priority document which was not received by the International 
Bureau or which the applicant did not request the receiving Office to prepare and transmit to the International Bureau, 

as provided by Rule 17.1(a) or (b), respectively. In such a case, the attention of the applicant is directed to Rule 17.1(c) which 
provides that no designated Office may disregard the priority claim concerned before giving the applicant an opportunity, 
upon entry into the national phase, to furnish the priority document within a time limit which is reasonable under the 
circumstances. 
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The International Bureau of WIPO 


Authorized officer ^^^^C / 


34, chemin des Colombettes 
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121 1 Geneva 20. Switzerland 
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ANTRAG 



Der Unterzeichnete beantragt, dafi die vorliegende 
internationale Anmeldung nach dem Vertrag uber die 
Internationale Zusammenarbeit auf dem Gebiet des 
Patentwesens behandelt wird. 



Anmeldeamt auszuflillen 



Internationales Aktenzeichen 



Internationales Anmeldedatum 



Name des Anmeldeamts und "PCT International Application" 



Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts (falls gewunscht) 
(max. 12 Zeichen) 02280PC 



Feld Nr. I BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG ™ A w , , . 40- *i r, i - 

DNA-Polymorphismen in Sterol-Regulator 

Element-Bindenden Proteinen 



Feld Nr. II ANMELDER 



Name und Anschrift: (Familienname, Vorname; bei ijuristischen Personen vollstandige amtliche Bezeichnung, 
Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Staats anzugeben. Der in diesem Feld in der 
Anschrift angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des Anmelders, sofern nachstehend kern 
Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 

MIS ERE Z Andre R. 
St, Jakobstrasse 70 
CH-4147 Aesch 



nri Diese Person ist 
' — ■ gleichzeitig Erfinder 



Telefonnr.: 



Telefaxnr.: 



Fernschreibnr.: 



Staatsangehongkeit (Staat): 

CH 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 

CH 


Diese Person ist Anmclder r— 1 a || e Bestim- 1 | alle Bcstimmungsstaaten mit Ausnahme ( I nur die Vereinigten I I die im Zusatzfeld 
ftr folgende Staaten: L_£J mungsstaaten | I der Vereinigten Staaten von Amerika |__J Staaten von Amerika | | angegebenen Staaten 


Feld Nr. Ill WEITERE ANMELDER UND/ODER (WEITERE) ERFINDER 





Name und Anschrift: (Familienname. Vorname: beijuristischen Personen vollstandige amtliche Bezeichnung. 
Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Staats anzugeben. Der in diesem Feld in der 
Anschrift angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des Anmelders, sofern nachstehend kein 
Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 


Diese Person ist: 
| | nur Anmelder 

| | Anmelder und Erfinder 

t~ 1 nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 
1 — 1 angekreuzt, so sind die nachstehenden 
Angaben nicht ndtig.) 


StaatsangehOrigkeit (Staat): 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 



Diese Person ist Anmelder 
filr folgende Staaten: 



□ alle Bestim- 
■ 



mungsstaaten 



□ alle Bestimmungsstaaten mit Ausnahme 
der Vereinigten Staaten von Amerika 



□ nur die Vereinigten 
Staaten von Amerika 



I I die im Zusatzfeld 
I I angegebenen Staaten 



|~ I Wcitere Anmelder und/oder (weitere) Erfinder sind auf einem Fortsetzungsblatt angegeben. 



Feld Nr. IV ANWALT ODER GEMEINSAMER VERTRETER; ODER ZUSTELLANSCHRIFT 



Die folgende Person wird hiermit bestellt/ist bestellt worden, um fur den (die) Anmelder r—t An wait 
vor den zustSndigen internationaJen BehOrden in folgender Eigenschaft zu handeln als: I A * 



J j gemeinsamer 



Vertreter 



Name und Anschrift: (Familienname, Vorname; bei Juristischen Personen vollstdndige amtliche 
Bezeichnung. Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Staats 
anzugeben.) 


Telefonnr.: 

01/261 


54 


54 


E. Blum & Co. 


Telefaxnr.: 






Vorderberg 11 


01/251 


67 


17 


CH-8044 Zurich 
Schweiz 


Fernschreibnr.: 



□ 



Zuste Hansen rift: Dieses Kastchen ist anzukreuzen, wenn kein An wait oder gemeinsamer Vertreter bestellt ist und statt dessen im 
obigen Feld eine spezielle Zustellanschrift angegeben ist. 
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Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 



Ulan Nr. 



Kcld Nr. V BESTIMMUNG 



STAATKN 



\bsatz a wcrdcn hicrmil vorgcnommcn (bmc die cnlsprcch^^^Fxaslchcn ankreuzen: wcntgslcns cm Kdsichen mufl 



Die folgcndcn Bestimmungen nach Reg" 
angekreuzt wcrdcn): 
Rcgionalcs Patent 

El AP ARIPO-Patcnt: CIC Ghana. GM Gambia. KE Kcnia, LS Lcsotlio, M\V Malawi, MZ Mosambik, SD Sudan. 

SL Sierra Leone, SZ Swasiland. TZ Vereinigte Republic Tansania, UG Uganda, Z\V Simbabwc und jeder wcitcrc Staat dcr 

Vcrtragsstaal des Harare- Protokolls und des PCT ist 
(3 EA Eurasisehcs Patent: AM Arnicnicn, AZ Ascrbaidschan. BY Belarus, KG Kirgisistan, KZ Kasachstan, MD Rcpublik 

Moldau, RU Russischc Federation, TJ Tadschikistan, TM Turkmenistan und jeder wcitcrc Staat.dcr Vcrtragsstaal des Eurasischcn 

Patcntiibcrcinkommcns und des PCT ist 
El EP Europaisches Patent: AT Ostcrrcich, BE Bclgicn, Cli und LI Schwciz und Liechtenstein, CY Zypern 

DE Dcutschland, DK Dancmark, ES Spanicn, FI Finnland, FR Frankrcich, GB Vcrcinigtcs Konigrcich, GR Gricchcnland' 

IE Irland, IT Italicn, LU Luxemburg. MC Monaco. NL Nicdcrlandc, PT Portugal, SE Schwcdcn und jeder wcitcrc Staat' 

dcr Vcrtragsstaal des Europaischcn Patcntiibcrcinkommcns und des PCT ist 

El OA OAPI-Patcnt: BF Burkina Faso, BJ Benin, CF Zcntralafrikanischc Rcpublik. CG Kongo, CI Cote d'lvoirc, CM Kamcrun 
GA Gabun, GN Guinea, GW Guinea-Bissau, ML Mali, MR Maurctanien, NE Niger, SN Senegal, TD Tschad, TG Togo 
und jeder wcitcrc Staat, dcr Vcrtragsstaat dcr OAPI und des PCT ist (falls eine andcre Schutzrechlsarl odcr ein sonstiges Verfahren gewunscht 
vird, billc auf der gepunktclen Linie angeben) 

Nationalcs Patent (falls eine andere Schutzrechtsart oder ein sonstiges Verfahren gewiinscht wird. bille auf der gepunkteten Linie angeben): 

El AE Vcreinigte Arabischc Emirate LC Saint Lucia 

El AG Antigua und Barbuda [g] LK Sri Lanka 



El 

El 
El 
El 
H 
El 
El 
El 
El 
SI 
El 
El 
El 
El 
H 
El 

El 
El 
El 
El 
El 
El 
El 
El 
13 
El 
H 
El 
El 
0 
El 
IS 
El 
IS 
El 
IS 
El 
H 
El 
El 



AL Albanien g] 

AM Armenien Jg] 

AT Osterreich g| 

AU Australien 

AZ Aserbaidschan g| 

BA Bosnien-Herzegowina Jjg 

BB Barbados |3 

BG Bulgarien [3 

BR Brasilien 

BY Belarus (3 

BZ Belize |^ 

CA Kanada gj 
CH und LI Schweiz und Liechtenstein 

CN China gj 

Costa Rica £3 



CR 
CU 
CZ 
DE 
DK 
DM 
DZ 
EE 
ES 
FI 
GB 
GD 
GE 
GH 
GM 
HR 
HU 
ID 
IL 
IN 
IS 
JP 
KE 
KG 
KP 
KR 
KZ 



Kuba £3 

Tschechische Republik 

Deutschland 

Danemark pg 

Dominica g] 

Algerien jg 

Estland (2 

Spanien [g 

Finnland g] 

Vereinigtes Konigreich 

Grenada g] 

Georgien g] 

Ghana g] 

Gambia (3 

Kroatien 

Ungarn g) 

Indonesien gj 

Israel 13 

Indien gg 

Island g| 

Japan g] 

Kenia [Jj] 



LR Liberia 

LS Lesotho 

LT Litauen 
LU Luxemburg 
LV Lettland 

MA Marokko 

MD Republik Moldau 

MG Madagaskar 

MK Die ehemalige jugoslawische Republik Mazedonien . 
MN Mongolei 

MW Malawi 

MX Mexiko 

MZ Mosambik 
NO Norwegen 

NZ Neuseeland 

PL Polen 

PT Portugal 

RO Rumanien 

Rtf Russische Federation 

SD Sudan 
SE Schweden 
SG Singapur 

SI Slowenien 

SK Slowakei 

SL Sierra Leone 

TJ Tadschikistan 

TM Turkmenistan 

TR Turkei 

TT Trinidad und Tobago 

TZ Vereinigte Republik Tansania 

UA Ukraine 

UG Uganda 

US Vereinigte Staaten von Amerika 

UZ Usbekistan 

VN Vietnam 

YU Jugoslawien 

ZA Sudafrika 

ZW Simbabwe 



Kirgisistan 0 

Demokratische Volksrepublik Korea Kastchen fur die Bestimmung von Staaten, die dem PCT nach der 

Republik Korea VerofTentlichung dieses Formblatts beigetreten sind: 

Kasachstan □ 

Erklarung bzgl. vorsorglicher Bestimmungen: Zusatzlich zu den oben genannlen Bestimmungen nimmt der Anmelder nach Regel 4.9 
Absatz b auch alle anderen nach dem PCT zulassigen Bestimmungen vor mit Ausnahme der im Zusatzfeld gen an n ten Bestimmungen, die 
von dieser Erklarung ausgenommen sind. Der Anmelder erklart, dafl diesc zusatzlichen Bestimmungen unter dem Vorbehalt einer 
Bestatigung stehen und jede zusatzliche Bestimmung, die vor Ablauf von 1 5 Monaten ab dem Priori tatsdatum nicht bestatigt wurde, nach 
Ablaut dieser Frist als vom Anmelder zuriickgenommen gilt. (Die Bestatigung (einschliefilich der Gebuhren) mufi beim Anmeldeamt 
innerhalb der Frist von 15 Monaten eingehen.) 



Formblatt PCT/RO/101 (Blatt 2) (Juli 2000) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 



Blatt Nr. 



.a. 



Fcld Nr. VI PRIORI TATI 



1PRUCH 



Anmeldedatum 
dcr frQheren Anmcldung 
(T ag/Monat/Jahr) 



Aktenzeichen 
der friihcrcn Anmcldung 



□ Weiter^^^^itatsanspruchc sind im Zusatzfeld angcgcbcn 



ic fruhcre Anmcldung cine: 



nationalc Anmcldung: 
Staat 



regionalc Anmcldung:* 
regionales Amt 



Internationale Anmeldung 
Anmcldeamt 



Zcile(I) (09. 07,99) 
9. Juli 1999 



1277/99 



CH 



Zeile (2) 



Zeile (3) 



| 1 Das Anmeldeamt wird ersucht, cine beglaubigtc Abschrift der oben in der (den) Zeile(n) , 

bezeichneten frQheren Anmeldung(en) zu erstellen und dem internationalen BUro zu Obermitteln (nur falls die fruhere Anmeldung(en) bei 
dem Amt eingereicht worden ist(sind), das fur die Zwecke dieser internationalen Anmeldung Anmeldeamt ist) 

* Falls es sich bet derfhiheren Anmeldung um eine ARIPO-Anmeldune handelt, so mufi in dem Zusatzfeld mindestens ein Staat angegeben werden, der 
Mitgliedstaat der Pariser Verbandsuberemkunft zum Schutz des gewerblichen Eigentums ist und fur den die fruhere Anmeldung eingereicht wurde. 



Feld Nr. VII INTERNATIONALE RECHERCHENBEHORDE 



Wahl der internationalen Recherchenbehdrde (ISA) 
(falls zwei oder mehr als zwei Internationale Recherchen- 
behorden fur die Ausfuhrung der internationalen Recherche 
zust&ndig sind. geben Ste die von Ihnen gewQhlte BehOrde an; 
der Zweibuchstaben-Code kann benutzt werden) 

ISA/EP 



Antrag *tif Nutzung der Ergebntsse einer frQheren Recherche; Bezugnahme auf diese 
frChere Recherche (falls eine fruhere Recherche bei der internationalen RecherchenbchGrde 
beantragt oder von ihr durchgefuhrt worden ist): 



Datum (Tag/Monat/Jahr) 



Aktenzeichen 



Staat (oder regionales Amt) 



Feld Nr. VIII KONTROLLISTE; EINREICHUNGSSPRACHE 



Diese Internationale Anmeldung enthalt 
die folgcnde Anzahl von Blattern: 

Antrag 3 

Beschreibung (ohne 
Sequenzprotokollteil) 54 

Anspriichc 6 

Zusammenfassung 1 

Zeichnungen 4 

Sequenzprotokollteil 

der Beschreibung 6 



Blattzahl insgesamt 



74 



Dieser internationalen Anmcldung liegen die nachstehend angekreuzten Unterlagen bei 

1. Blatt fur die GebQhrcnberechnung 

2. [3 Gesonderte unterzeichnete Vollmacht 

3. Q Kopie der allgemeinen Vollmacht; Aktenzeichen (falls vorhanden): 

4. □ BegrQndung fur das Fchlen einer Unterschrift 

5. E PrioritStsbeleg(e), in Feld Nr. VI durch 

folgende Zeilennummer gekennzeichnet: ( 1 ) 

6. □ Obersetzung der internationalen Anmeldung in die folgende Sprache: 

7. [jj Gesonderte Angaben zu hinterlegten Mikroorganismen oder anderem biologischen Material 

8. 13 Protokoll derNucIeotid- und/oder AminosSurcsequenzen in computerlesbarer Form 
% □ Sonstige (einzeln auffuhren) 



Abbildung der Zeichnungen, die T 
mit der Zusammenfassung i_ _ j 
veroffentlicht werden solI(Nr.): Keine i 


Sprache, in der die 

intemationale Anmeldung . , 
eingereicht wird: Deutsch 


Feld Nr. IX UNTERSCHRIFT DES ANMELDERS ODER DES ANWALTS 



Der N ante jeder unterzeichnenden Person ist neben der Unterschrift zu wiederholen, undes ist anzugeben, sofern sich dies nicht eindeutig 
aus dem Antrag ergibt. in welcher Eigenschaft die Person unterzeichnet. 



E. Blum & Co, 



i.V. 


Zurich, 6. Juli 2000 rw 




Paul Ronchi 








I. Datum des tatsachlichen Eingangs dieser 
internationalen Anmeldung: 


2. Zeichnungen 
| — I einge- 
1 1 gangen: 

|"~| nicht ein- 
1 — 1 gegangen: 


3. Geandertes Eingangsdatum aufgmnd nachtrfiglich, jedoch 
fristgerecht cingegangener Unterlagen oder Zeichnungen 
zur Vervollstandigung dieser internationalen Anmeldung: 


4. Datum des fristgerechten Eingangs dcrangeforderten 
Richtigstellungcn nach Artikel 1 1(2) PCT: 


5. Internationale Rechcrchcnbeh6rde to a / 
(falls zwei oder mehr zust&ndig sind) : loA 1 


6. f 1 Obermittlung des Rcchcrchcnexcmplars bis zur 
l — 1 Zahlung der RecherchengebOhr autgeschoben 



• Vom Internationalen BQro auszufullcn 



Datum des Eingangs des Akten exemplars 
beim Internationalen BQro: 



Formblatt PCT/RO/101 (letztcs Blatt) (Juli 1998; Nachdruck Januar 2000) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 



DerAntrag ist ty>i der zustdndigen mit^K^mationaten vorlaufigen Prufung beauftragten Behdrde W^B 1 



vomAnmeldergewahlten Behdrde einzureichen. Der Anmelderkann den Namen oder denZweibuchstab 



tin zwei oder mehr Behdrden zustandig sind, bei der 
\e der Behdrde auf der nachstehenden Zeile angeben. 



IPEA/. 



EP 



PCT 



KAPITEL II 



ANTRAG AUF INTERNATIONALE VORLAUFIGE PRUFUNG 

nach Artikel 31 des Vertrags Qber die internationale Zusammenarbeit auf dem Gebiet des Patentwesens: 
Der (die) Unterzeichnete(n) beantragt (beantragen), daB fur die nachstehend bezeichnete Internationale Anmeldung 
die internationale vorlaufige Prufung nach dem Vertrag Qber die internationale Zusammenarbeit auf dem 
Gebiet des Patentwesens durchgefuhrt wird und benennt hiermit als ausgewahlte Staaten 
alle auswahlbaren Staaten (soweit nichts anderes angegeben). 





Eingangsdatum des ANTRAGS 


Fcld Nr. I KENNZEICHNUNG DER INTERNATIONALEN ANMELDUNG 


Aktenzeichen des Anmelders oder An waits 
02280PC 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/IB00/00918 


Internationales Anmeldedatum (Tag/Monat/Jahr) 
7. Juli 2000 
(07-07.00) 


(FrOhester) Pnoritatstag (Tag/Monat/Jahr) 
9. Juli 1999 
(09.07.99) 



Bezeichnung der Erfindung 

DNA-POLYMORPHI SMEN IN STEROL-REGULATOR ELEMENT-BIND END EN PR0TEINEN 



Name und Anschrift: (Familienname, Vorname; bei juristischen Personen vpllst&ndige amtliche 
Bezeichnung. Bei der Anschrift sind die Postleitzaht und der Name des Staats 
anzugeben.J 

MISEREZ Andre R. 
St. Jakobstrasse 70 
CH-4147 Aesch 
Schweiz 


Telcfonnr.: 


Tclcfaxnr.: 


Fcrnschreibnr.: 


Staatsangehdrigkeit (Staat): 

CH 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 

CH 



Name und Anschrift: (FamiUcnnan* Vorname; bd Juristischm Perumen &d der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Staats anzugeben) 



Staatsangehdrigkeit (Staat): 



Sitz oder Wohnsitz (Staat): 



Name und Anschrift: (Familienname. Vorname; bei juristischen Personen voilstandige amttiche Bezeichnung. Bei der Anschrift sind die Postldtzah! und der Name des Staats anxugeben.) 



gehdrigkeit (Staat): 



Sitz oder Wohnsitz (Staat): 



j | Weiterc Anmelder sind auf einem Fortsetzungsblatt angegeben. 



Formblatt PCT/IPEA/401 (Blatt 1) (Juli 1998; Nachdruck Juli 2000) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 



Blatt Nr. . . Z 



Internationales Aktenzeichen 
PCT/IB00/00918 



Feld Nr. Ill ANWALT ODER GEMEINSAMER VERTRETER; ODER ZUSTELLANSCHR1FT 



Die folgende Person ist Anwalt Q gemeinsamer Vertreter 

und Hfl ist vom (von den) Anmelder(n) bereits fruher bestellt worden und vertritt ihn (sie) auch fur die intemationale vorlauflge 
' — I Prufung. 

f~j wird hiermit bestellt; eine etwaige Where Bestellung eines Anwalts/gemeinsamen Vertreters wird hiermit widerrufen. 
1—1 wird hiermit zusatzlich zu dem bereits fruher bestellten Anwalt/gemeinsamen Vertreter, nur fur das Verfahren vor der 
I I mit der internationalen vorlaufigen Prufung beauftragten Behdrde bestellt. 



Name und AnschrifV (Familienname. Vorname; bei juristischen Personen vollst&ndige amtliche 
Name una Anscnnn. ^ def Anschri/t j ind die p os tleitzahl und der Name des Staats 



E. Blum & Co. 
Vorderberg 11 
CH-8044 Zurich 
Schweiz 



Telcfonnr.: 



0041 1 261 54 54 



Telcfaxnr.: 



0041 1 251 67 17 



Fcmschrcibnr.: 



r— I Zustellanschrift: Dieses Kastchen ist anzukreuzen, wenn kein Anwalt oder gemeinsamer Vertreter bestellt ist und start 
I | dessen im obigen Feld eine spezielle Zustellanschrift angegeben wird. 



Feld Nr. IV GRUNDLAGE DER INTERNATIONALEN VORLAUFIGEN PRCFUNG 



Erklarung betreffend Anderungen:* 

1 . Der Anmelder wOnscht, daB die intemationale vorlauflge Prufung auf der Grundlage 
[xxj der internationalen Anmeldung in der ursprunglich eingereichten Fassung 
der Beschreibung Q in der ursprunglich eingereichten Fassung 

| j unter Berucksichtigung der Anderungen nach Artikel 34 

der Patentanspruche Q in der ursprunglich eingereichten Fassung 

I I unter Berilcksichtigung der Anderungen nach Artikel 19 

1 — 1 (ggf. zusammen mit Begleitschreiben) 

| | unter Berucksichtigung der Anderungen nach Artikel 34 

derZeichnungen \Z\ in der ursprflnglich eingereichten Fassung 

| | unter BerGcksichtigung der Anderungen nach Artikel 34 

aufgenommen wird. 

□ Der Anmelder wOnscht, daB jegliche nach Artikel 19 eingereichte Anderung der Ansprttche als Obcrholt angesehen wird. 

3 I"! Der Anmelder wttnscht, daB der Beginn der internationalen vorlaufigen Pruning bis«jm Ablauf :von 20 Monaten . ab > d«n 
1 Prior^SammVufeeschoben wird sofem die mit der internationalen vorlaufigen Prflfimg beauftragte Bchorde mch «ne 
n^h^kef 19 vorgenommener Anderungen oder eine Eridarung des Anmelders erhalt, daB er keine solchen 
SdLnS. v^rnehmen will (Regel 69.1 Absatz d). (Dieses Kfistchen darfnur angekreuzt werden. wenn die Frist nach 
Artikel 19 noch nicht abgelaufen ist.) 

Vrin Kas . chen ane-kreuzt wild wird mit der internationalen vorlaufigen Pruning auf der Grundlage der mtemationalen 

r^uS^BehOrde eingeht, bevor diese mit der Erstellung eines schnfthchen Bescheids oder des internationalen vorlaufigen 
PrQfungsberichts begonnen hat, wird jedoch die geanderte Fassung verwendet. 



Sprache fur die Zwecke der internationalen vorUufigen Prufung: BSfiSfcl 

fx] dies ist die Sprache, in der die intemationale Anmeldung eingereicht wurde. 

□ dies ist die Sprache der Obcrsetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht wurde. 
| | dies ist die Sprache der Veroffentlichung der internationalen Anmeldung. 

□ dies ist die Sprache der Obcrsetzung, die for die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht wurdc/wird. 



Nr.V BENENNUNG VON STAATEN ALS AUSGEWAHLTE STAATEN 



Feld Nr . v HfcfMfcrMnuno vun a*^*^ ***** 

Der Anmelder benennt hiermit als ausgewahlte Staaten alle auswahlbaren Staaten (das heifit. alle Staaten. die bestimmt wurden und 
durch Kapitel II gebunden sind) 



mit Ausnahme der folgenden Staaten, die der Anmelder nicht benennen mdchte: 



Formblatt PCT/I PEA/401 (Blatt 2) (Juli 1998; Nachdruck Juli 2000) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 



Blatt Nr. 



Internationales Aktenzeichen 
PCT/IB00/00918 



Feld Nr. VI KONTROLLISTE 



Dem Antrag liegen folgende Unterlagen fiir die Zwecke der internationalen vorlauflgen 
PrQfung in der in Feld Nr. IV angegebenen Sprache bei: 







erhalten 


nicht erhalten 


Ubersetzung der internationalen Anmeldung 


Blatter 


□ 


□ 


Anderungen nach Artikel 34 


Blatter 


□ 


□ 


Kopie (oder, falls erforderlich, Ubersetzung) 
der Anderungen nach Artikel 1 9 


Blatter 


□ 


□ 


Kopie (oder, falls erforderlich, Ubersetzung) 
einer Erklarung nach Artikel 1 9 


Blatter 


□ 


□ 


Begleitschreiben 


Blatter 


□ 


□ 


Sonstige (einzeln auffiihren) 


Blatter 


□ 


□ 



Von der mit der internationalen vorlauflgen 
PrQfung beauftragten BehOrde auszufullen 



Dem Antrag liegen auBerdem die nachstehend angekreuzten Unterlagen bei: 

1. [xxj Blatt ffir die Gebuhrenberechnung 4 ' EU Begrundung fur das Fehlen einer Unterschrift 

2. unterzeichnete gesonderte Vollmacht 



3. I I Kopie der allgemeinen Vollmacht; 
' — ' Aktenzeichen (falls vorhanden): 



5. I I Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz- 
' — ' protokoll in computerlesbarer Form 



6. Qjj sonstige (einzeln auffuhren): 



Feld Nr. VII UNTERSCHRIFT DES ANMELDERS, ANWALTS ODER GEMEINSAMEN VERTRETERS 



Der Namejeder unterzeichnenden Person ist neben der Unterschrift zu wiederholen. und es ist anzugeben, sofern sich dies nicht aus 
dem Antrag ergibt. in welcher Eigenschaft die Person unterzeichnet 



E. Blum & Co. 
i.V. 



Kurt Sutter 



Zurich, 26. Januar 2001 rw 



Von der mit der internationalen vorlauflgen Priifung beauftragten Behdrde auzufUIlen 



1 . Datum des tatsachlichen Eingangs des ANTRAGS: 



2. Geandertes Eingangsdatum des Antrags aufgrund von 
BERICHTIGUNGEN nach Regel 60.1 Absatz b: 



- I — I Eingangsdatum des Antrags NACH Ablauf von 19 Monaten ab | | 

I I Prioritatsdatum; Punkt 4 und Punkt 5, unten, finden keine Anwendung. < — > 



Der Anmelder wurde 
entsprechend unterrichtet 



4. Q Eingangsdatum des Antrags INNERHALB 1 9 Monate ab Prioritatsdatum wegen Fristverlangemng nach Regel 80.5. 



5 j— j Das Eingangsdatum des Antrags liegt nach Ablauf von 1 9 Montaten ab Prioritatsdatum, der vcrspatete Eingang ist aber nach 



Regel 82 ENTSCHULDIGT. 



Vom Internationalen BQro auszuftillen 



Antrag vom I PEA erhalten am: 



Formblatt PCT/IPEA/401 (letztes Blatt) (Juli 1998; Nachdruck Juli 2000) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 



'"A 



^37 



(12) NACH DEM VERIivAG CBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM GEBEET DES 
PATENTWESENS (PCT) VEROFFENTLICHTE INTERNATIONALE ANMELDUNG 



(19) Weltorganisation far geistiges Eigentum 
Internationales Biiro 

(43) Internationales Verdftentlichungsdatum 
18. Januar 2001 (18.01.2001) 




PCT 



iiiiiiiiiiioifliiiiiiiiiini 

(10) Internationale Verdffentlichungsnummer 

WO 01/04352 A3 



(51) Internationale Patentklassifikation 7 : C12Q 1/68 

(21) Internationales Aktenzeichen: PCT/IBOQ/00918 

(22) Internationales Anmeldedatum: 

7. Juli 2000 (07.07.2000) 



(2$) Einreichungssprache: 
(26) VercfTentlichungssprache: 



Deutsch 
Deutsch 



(30) Angaben zur Prioritat: 

1277/99 9. Juli 1999 (09.07.1999) CH 

(71) Anmeiderund 

(72) Erfinder: MISEREZ, Andre, R. [CH/CH]; St. Jakob- 
strasse 70, CH-4147 Aesch (CH). 

(74) Anwalt: E. BLUM & CO.; Vordeibeig 11, CH-8044 
Zurich (CH). 

(81) Bestimmungsstaaten (national): AE, AG, AL, AM, AT, 
AU, AZ, BA, BB, BG, BR, BY, BZ, CA, CH, CN, CR, CU, 



CZ, DE, DK, DM, DZ, EE, ES, FI, GB, GD, GE, GH, GM, 
HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE, KG, KP, KR, KZ, LC, LK, 
LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD, MG, MK, MN, MW, MX, 
MZ, NO, NZ, PL, FT, RO, RU, SD, SE, SG, SI, SK, SL, 
TJ, TM, TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VN, YU, ZA, ZW. 

(84) Bestimmungsstaaten (regional): ARIPO-Patent (GH, 
GM, KE, LS, MW, MZ, SD, SL, SZ, TZ, UG, ZW), eura- 
sisches Patent (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, TM), 
europaisches Patent (AT, BE, CH, CY, DE, DK, ES, FI, 
FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC, NL, PT, SE), OAPI-Patent 
(BE BJ, CF, CG, a, CM, GA, GN, GW, ML, MR, NE, 
SN. TD, TG). 

Verdffentlicht: 

— mit internationalem Recherchenbericht 

(88) Verdffentlichungsdatum des internationalen 

Recherchenberichts: 2. August 2001 

Zur Erklarung der Zweibuchstaben-Codes, und der anderen 
Abkurzungen wird auf die Erkldrungen ("Guidance Notes on 
Codes and Abbreviations") am Anfangjeder regularen Ausgabe 
der PCT-Gazette verwiesen. 



(54) Title: DNA POLYMORPHISMS IN STEROL REGULATOR ELEMENT BINDING PROTEINS 

^ (54) Bezeichnung: DNA-POLYMORPHISMEN IN STEROL-REGULATOR ELEMENT-BINDENDEN PROTEINEN 

fN ( S7 ) Abstract: The invention relates to DNA polymorphisms in sterol regulator element binding proteins (SREBP) that are charac- 
*ft teristic of a ^gh 61 " ri sk of genetic diseases in humans such as hypercholesterolaemia. The corresponding polymorphisms, especially 
rn the polymorphisms on SREBP- 1 and SREBP-2 are frequently observed in Alzheimer patients (SREBP-2). They are also character- 
g ized by a specific behavior in the therapy of HIV patients with protease inhibitors and appear to have an influence on the mortality. 

JjjJ (57) Zusammenfassung: Es werden Polymorphismen in Sterol-Regulator Element-Bindenden-Proteinen (SREBP) beschrieben, die 
charakteristisch fiir erhohtes Risiko geneusch bedingter Krankheiten beim Menschen, wie Hypercholesterirtfmie, sind. Die entspre- 
O chenden Polymorphismen, insbesondere Polymorphismen auf SREBP- 1 und SREBP-2, zeigen dariiber hinaus ach sehr interessante 
^ Haufung bei Alzheimer-Patienten (SREBP-2), spezielles Verhalten bei Therapie mit Protease-Hemmem bei HTV-Patienten sowie 
^ einen Einfluss auf die Mortalitat 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT i 

[,^e» onal Application No 

i . T/IB 00/00918 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

IPC 7 C12Q1/68 



According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC 



B. FIELDS SEARCHED 

Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 

IPC 7 C12Q 



Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched 



Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practical, search terms used) 

EPO-Internal , WPI Data, PAJ, STRAND, MEDLINE, CHEM ABS Data, EMBASE, BIOSIS 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category * Citation of document with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



MISEREZ ANDREW G ET AL: "Structure of the 
human gene encoding sterol regulatory 
element binding protein 2 (SREBF2)." 
GENOMICS, 

vol. 40, no. 1, 1997, pages 31-40, 

XP002159138 

ISSN: 0888-7543 

cited In the application 

the whole document 

-/- 



1-6, 

10-13, 

15-17, 

19,23, 

24,26,27 



f \0Ttwt documents are listed in the continuation of box C. 



El 



Patent family members are listed in annex. 



* SpecuJ catogunes o4 cued documents : 

*A* documum dcfmng the general state of the art which is not 

oonsatefod to toot particular relevance 
"E* carter document but published on or after the international 

Mngdaie 

'L* document when may throw doubts on priority ciaim(s) or 
which s cted to establish the pubScation date of another 
citation or other special reason (as specified) 

"O* document refemng to an oral disclosure, use. exhibition or 
other means 

*P° document published prior to the international fling date but 
later than the priority date claimed 



"T* later document published after the intematrnaJ fling date 
or priority date and not in conflict with the application but 
cited to understand the principle or theory underlying the 
invention 

'X* document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an inventive step when the document is taken alone 

*Y" document of particular relevance; the claimed Invention 
cannot be considered to involve an inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person sidled 
in the art. 

'&* document member of the same patent family 



Date of the actual completion of the international search 

6 February 2001 


Date of mailing of the international search report 

22/02/2001 


Name and maiing address of the ISA 

European Patent Office, P.B. 5818 Patent laan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl, 
Fax (+31-70)340-3016 


Authorized officer 

Reuter, U 



Forni PCT/1SA/210 (second sheet) (July 1992) 



page 1 of J 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Intet ..^jnal Application No 

PC ,B 00/00918 



C.(Contlnuation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 


Category 0 


Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 


Retevani 10 claim No. 


X 


MISEREZ: "Die Bedeutung genetlscher 


1-6, 




Faktoren bei der Entstehung des 


10-13, 




Herzinfarkts" 


15-17, 




UNI NOVA, WISSENSCHAFTMAGAZIN DER 


19,23, 




UNIVERSITAT BASEL, Online! 






vol. 81, April 1998 (1998-04), XP002159139 




Retrieved from the Internet: 






<URL : http : //www. zu v . un i bas . ch/un 1_nova/08l 






/ll.shtml> 'retrieved on 2001-01-30! 






cited in the application 






the whole document 




X 


US 5 891 631 A (WANG XIA0DONG ET AL) 


1-6, 




6 April 1999 (1999-04-06) 


10-13, 






15-17, 






19,23, 






24,26,27 




column 1-3 




column 7-11 






column 31-36; examples 3,4 




X 


HUA XIANXIN ET AL: "Structure of the 


1-6, 




Human Gene Encoding Sterol Regulatory 


10-13, 




Element Binding Protein-1 (SREBF1) and 


15-17, 




Localization of SREBF1 and SREBF2 to 


19,23, 




Chromosomes 17pll .2 and 22ql3. 


24,26,27 




GENOMICS, 






vol. 25, no. 3, 1995, pages 667-673, 






XP000979463 






ISSN: 0888-7543 






cited in the application 






the whole document 




A 


| )■ |IA VT HAH/MIA 11 1 — — « » -C ^X.^.^-. .1 

WANG XIAODONG ET AL: Cleavage of sterol 


1-31 




regulatory element binding proteins 






(SREBPs) by CPP32 during apoptosis" 






THE EMB0 JOURNAL, 






vol. 15, no. 5, 1996, pages 1012-1020, 






XP00215*140 






page 1015; figure 6 




A 


BROWN MS UND GOLDSTEIN JL: "The SREBP 


1-31 




pathway: Regulation of cholesterol 






metabolism by proteolysis of a 






membrane-bound transcription factor" 






CELL, CELL PRESS, CAMBRIDGE, NA.US, 






vol. 89, 2 May 1997 (1997-05-02), pages 






331-340, XP002123067 






ISSN: 0092-8674 






cited in the application 






t hp whnl f document 






-/- 





Fomi PCT/1SA/210 (continuation of second shoot) (July 1992) 



page 2 of 3 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT r „ _ „ 1 

LJ!qtej j rial Application No 

( ^) JT/IB 00/00918 


C.(Contlnuation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 


Category * 


Citation of document, with indication. where appropriate, of the relevant passages 


Relevant to claim No. 


A 


SHIMANO HITOSHI IICHIRO SHIMOMURA ET AL: 

"Elevated levels of SREBP-2 and 

cholesterol synthesis 1n 11 vers of mice 

homozygous for a targeted (i'-. jpt1on of 

the SREBP-1 gene." 

JOURNAL OF CLINICAL INVESTIGATION, 

vol. 100, no. 8, 1997, pages 2115-2124, 

XP002931070 

ISSN: 0021-9738 

the whole document 


1-31 


A 


HACIA JOSEPH G ET AL: "Strategies for 
mutational analysis of the l?>*3e multiexon 
ATM gene using h1gh-dens1ty 
oligonucleotide arrays." 
GENOME RESEARCH, 

vol. 8, no. 12, December 1998 (1998-12), 
pages 1245-1258, XP002925459 
ISSN: 1088-9051 
the whole document 

J 


1-31 



Form PCT/1SV210 (continuation of ascend shoot) (July 1 992) 



page 3 of 3 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

.nfortTt' potent family members 



Patent document 
cited in search report 



Publication 



Intel ^_»>al Application No 

PC 3 00/00918 



Patent family 
member(s) 



Publication 
date 



US 5891631 



06-04-1999 



US 
US 
AU 
EP 
W0 



5527690 
5498696 
6911194 
0698115 
9426922 



18-06-1996 
12-03-1996 
12-12-1994 
28-02-1996 
24-11-1994 



Fam pct/isa/210 (paunt family max) (July 1892) 



INTERN ATIONALER RECHERCHENBERICHT 



A. KLASSIRZ1ERUNG DES ANUEIDUNGSGEGENSTANDES 

ipk 7 cwim 



Intei 

' ;T/IB 00/00918 



B. RECHERCHIERTE GEB1ETE 


Recterchierter Mtndestprufstoff (Klassifikationssystem und Klassifikalionssymbole ) 




IPK 7 C12Q 




Recherchierte aber nicht zum Mindeslprufstoff gehorende Verdffentlichungen, so we it die 


se unter die recherchierten Gebiete faMen 



Nach der Intemationalen Palentklasslfikation (IPK) odernach der nalionaten Ktasstflkation und der IPK 



Wan rend der intemationalen Recherche konsuitierte etektroniscne Oatenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 

EPO-Internal , WPI Data, PAJ, STRAND, MEDLINE, CHEM ABS Data, EMBASE, BIOSIS 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie* Bezeichnung der Veroffentlichung, sowed erforderiich unter Angabe der in Betracht kommenden Teite 



Betr. Anspmch Nr. 



MISEREZ ANDREW G ET AL: "Structure of the 
human gene encoding sterol regulatory 
element binding protein 2 (SREBF2)." 
GENOMICS, 

Bd. 40, Nr. 1, 1997, Selten 31-40, 

XP002159138 

ISSN: 0888-7543 

1n der Anmeldung erwahnt 

das ganze Dokument 

-/-- 



1-6, 

10-13, 

15-17, 

19,23, 

24,26,27 



m 



Y I Weiere Verdffentlichungen sind der Fortsetzung von FekJ C zu 
' 1 entnehmen 



ID 



Stehe Anhang Patentfamiie 



» Besondere Kategorien von angegebenen Verdffentlichungen 

allgemeinen Stand der Ted 
> bedeutsam anzusehen est 



'A' VeroffentSchung. die den allgemeinen Stand der Technik definiert, 
ater nicht als besonders t 



"E" atteres Dokument das jedoch erst am Oder nach dem intemationalen 
Anmeidedatum veroffentticht worden tst 

'L* VeroffentSchung, die geekjnet 1st efcien Priortatsanspruch zweifettiaft er- 
scheinen zu lassen, Oder durch dte das VeroffentJichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten VeroffentSchung betegt warden 
soil Oder dte aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

a O* Veroffentlichung, dte sich auf eine mundSche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Ausstettung Oder andere MaBnahmen beztehl 
'P* Veroffentlichung, dte vor dem intemationalen Anmeidedatum, aber nach 
dem beanspruchten Pnortatsdatum veroffenHcht worden ist 



T Spatere Veroffentlichung, dte nach dem internal ronaien Anmeidedatum 
Oder dem Prtorttatsdatum verotfentScht worden 1st und mi der 
AnmeJdung nicht koUjdiert sondem nur zum Verstandnts des der 
Errtndung zugrundetiegenden Pnnzips Oder der fir zugnindetiegenden 
Theorte angegeben ist 

"X" VeroffentSchung von besonderer Bedeutung; dte beanspruchte Erfindung 
kann ale in aufgrund dteser VeroffentSchung nicht als neu Oder auf 
erfindertecher Tatigkett beruhend betrachtet werden 

"V VeroffentSchung von besonderer Bedeutung; dte beanspruchte Errtndung 
kann nicht als auf erfinderischer TatJgkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung ml einer Oder men reran anderen 
Verdffentlichungen dteser Kategorie in Verbtndung gebracht wird und 
dtese Verbindung fur etnen Facnmann naheliegend 1st 
VeroffentSchung, die MtgSed dersetoen PatentfamiSe ist 



Datum des Abschtusses der intemationaten Recherche 

6. Februar 2001 


Absendedatum des intemationalen Recherchenberichts 

22/02/2001 


Name und Postanschhft der tntemationaJen Recherchenbehdrde 
Europajsches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL-2280HVRijswtpc 
TeL (431-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl, 
Fax (+31-70) 340-3016 


BevoMmachtjgter Bedtensteter 

Reuter, U 



Foimbtatt PCT/ISA/210 (Blatt 2) (Jufi 1982) 



Selte 1 von a 



IMTFRNATinN Al PR RPPHPRPHPMRPRIPHT 


Into: onates AktenxcJchon 




POB 00/00918 


C(Fortsetzung) ALS WESENTLiCH ANGESl. .cNE UNTERLAGEN 




□ozena in ung uer verofieniicnung, so wen enoruBnicn unitir pwqodb uer n oeiracni KorroTiwiuen i eii© 


Beir. Anspiuch Nr. 


X 


MISEREZ: "Die Bedeutung genetlscher 


1-6, 




Faktoren bei der Entstehung des 


10-13, 




Herzlnfarkts" 


15-17, 




UNI NOVA, WISSENSCHAFTMAGAZIN DER 


19,23, 




1 IfclTWCpCTTAT RACCI 'Anlinal 

UNlVtKMIAI bAotL, Unlin6: 


OA oa 97 




Bd. 81, April 1998 (1998-04), XP002159139 




Gefunden 1m Internet: 






<URL: http ://www. zuv . unlbas . ch/uni_nova/081 






/U.shtml> 'gefunden am 2001-01-30! 






1n der Anmeldung erwahnt 






das ganze Dokument 




X 


— 

US 5 891 631 A (WANG XIA0D0NG ET AL) 


1-6, 






1U— 1 o , 






15-17, 






19,23, 






24,26,27 




Spalte 1-3 




Spalte 7-11 






Spalte 31-36; Beispiele 3,4 
— 




X 


HUA XIANXIN ET AL: "Structure of the 


1-6, 




Human Gene Encoding Sterol Regulatory 


10-13, 




Element Binding Prote1n-l (SREBF1) and 


15-17, 




Localization of SREBF1 and SREBF2 to 


19,23, 




Lnromosomes i/pii.z ana cc<\i$. 


OA OC 97 




GENOMICS, 




Bd. 25, Nr. 3, 1995, Selten 667-673, 






XP000979463 






ISSN: 0888-7543 






in der Anmeldung erwahnt 






das ganze Dokument 




A 

A 


wang a i AO. ung li AL: Cleavage of sterol 


1 01 

1-31 




regulatory element binding proteins 






(SREBPs) by CPP32 during apoptosls" 






THE EMB0 JOURNAL, 






Bd. 15, Nr. 5, 1996, Selten 1012-1020, 






XP002159140 






Selte 1015; Abblldung 6 




A 


— 

BROWN MS L'MD GOLDSTEIN JL: "The SREBP 


1-31 




pathway: Regulation of cholesterol 






metabolism by proteolysis of a 






memorane-Douna transcription factor 






CELL, CELL PRESS, CAMBRIDGE, NA,US, 






Bd. 89, 2. Ma1 1997 (1997-05-02), Selten 






331-340, XP002123067 






ISSN: 0092-8674 






in der Anmeldung erwahnt 






das ganze Dokument 






_/- 





it PCT/1SA/210 (Fortsetzmg van Biatt 2) (Jul 1992) 



Seite 2 vof> 3 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 


I 

1 Intel snates Aktenafchtn 






r>/IB 00/00918 


C(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANwcSEHENE UNTERLAGEN 






Kategorie 0 


Bezeichnung der Vertftenllichung, soviet erfordeilich unter Angabe der in Betracht komr 


nenden Teite 


Betr. Anspruch Nr. 


A 


SHIMANO HITOSHI IICHIRO SHIMOMURA ET AL: 
"Elevated levels of SREBP-2 and 
cholesterol synthesis in livers of mice 

hnmATx/nmic fnr a tAY*nGt(*f\ Hi ^f*IJn1" i on of 
i tuiituz. y y uu b tui <x tai yctcu u i 01 u^t 1 uh ui 

the SREBP-1 gene." 

JOURNAL OF CLINICAL INVESTIGATION, 

Bd. 100, Nr. 8, 1997, Selten 2115-2124, 

XP002931070 

ISSN: 0021-9738 

das ganze Dokument 




1-31 


A 


HACIA JOSEPH 6 ET AL: "Strategies for 
mutational analysis of the large multiexon 
ATM gene using high-density 
oligonucleotide arrays." 
GENOME RESEARCH, 

Bd. 8, Nr. 12, Dezember 1998 (1998-12), 
Selten 1245-1258, XP002925459 
ISSN: 1088-9051 
das ganze Dokument 




1-31 



Fofrrbtatl PCT/ISA/210 (Foctsotzutg von Biafi 2) (Jul 1992) 



Selte 3 von 3 



INTERNATIONALE* RECHERCHENBERICHT 

Angaben zu VerMerttJichunyen, dk^^^^nPatentfaniilte gehdren 



1m Recherchenbericht 
angefiihrtes Patentdokument 



Datum der 
Vertfffentflchung 



Inter 



nates Aktenzeichen 

N 3 00/00918 



Mitglied(er) der 
PatentfamHie 



Datum der 
Verdflenutchung 



US 5891631 



06-04-1999 



US 
US 
AU 
EP 
U0 



5527690 A 
5498696 A 
6911194 A 
0698115 A 
9426922 A 



18-06-1996 
12-03-1996 
12-12-1994 
28-02-1996 
24-11-1994 



FontU PCT/ISA/210 (Anhang Patentl<xnite)(Juli 1992) 



(12) NACH DEM VEk . RAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMEM ARBEIT AUF DEM GEBIET DES 
PATENTWESENS (PCT) VER6FFENTL1CHTE INTERNATIONALE ANMELDUNG 



(19) Weltorganisation fOr geistiges Eigentum 
Internationales Buro 

(43) Internationales Verdffentlichungsdatum 
18. Januar 2001 (18.01.2001) 




PCT 



iiiiiBifliiiBiiiiiiiBiiniin 

(10) Internationale Verdffentlichungsnu miner 

WO 01/04352 A2 



(51) InteraationalePatentklassifikation 7 : C12Q 1/68 

(21) Internationales Aktenzeichen: PCT/1B00/00918 

(22) Internationales Anmeldedatum: 

7. Juli 2000 (07.07.2000) 



(25) Einreicbungssprache: 

(26) Verdffentlichungssprache: 
(30) Angaben zur Prioritfit: 



Deutsch 
Deutsch 



1277/99 



9. Juli 1999 (09.07.1999) CH 



(71) Anmeiderond 

(72) Erfinden MISEREZ, Andrt, R [CH/CH]; St. Jakob- 
strasse 70, CH-4147 Aesch (CH). 

(74) Anwalt: E. BLUM & CO.; Vonderberg 11, CH-8044 
Zurich (CH). 

(81) Bestimmungsstaaten (national): AE, AG, AL, AM, AT, 
AU, AZ, BA, BB, BG, BR, BY, BZ, CA, CH, CN, CR, CU, 



CZ, DE, DK, DM, DZ, EE, ES, FI, GB, GD, GE, GH, GM, 
HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE, KG, KP, KR, KZ, LC, LK, 
LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD, MG, MK, MN, MW, MX, 
MZ, NO, NZ, PL, PT, RO, RU, SD, SE, SG, SI, SK, SL, 
TJ, TM, TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VN, YU, ZA, ZW. 

(84) Bestimmungsstaaten (regional): ARIPO-Patent (GH, 
GM, KE, LS, MW, MZ, SD, SL, SZ, TZ, UG, ZW), eura- 
sisches Patent (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, TM). 
europaisches Patent (AT, BE, CH, CY, DE, DK, ES, H, 
FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC, NL, PT, SE), OAPI-Patent 
(BF, BJ, CF, CG, CI, CM, GA, GN, GW, ML, MR, NE, 
SN, TD, TG). 

Verdffentlicbt: 

— Ohne internationalen Recherche nbericht und erneut zu 
verdffentlichen nach Erhalt des Berichts. 

Zur Erldarung der Zweibuchstaben-Codes, und der anderen 
Abkurzungen wird auf die Erkldmngen COuidance Notes on 
Codes and Abbreviations") am Anfangjeder reguldren Ausgabe 
der PCT-Gazette verwiesen. 



(54) Title: DNA POLYMORPHISMS IN STEROL REGULATOR ELEMENT BINDING PROTEINS 

(54) Bezeichnung: DNA-POLYMORPHISMEN IN STEROL-REGULATOR ELEMENT-BINDENDEN PROTEINEN 

^1 (57) Abstract: The invention relates to DNA polymorphisms in sterol regulator element binding proteins (SREBP) that are charac- 
I/) ten stic of a higher risk of genetic diseases in humans such as bypercholesterolaemia. The corresponding polymorphisms, especially 
the polymorphisms on SREBP- 1 and SREBP-2 are frequently observed in Alzheimer patients (SREBP-2). They are also character- 
2 ized °y a specific behavior in the therapy of HIV patients with protease inhibitors and appear to have an influence on the mortality. 



JZJ (57) Zusammenfassung: Es werden Polymorphismen in Sterol-Regulator Bement-Bindenden-Proteinen (SREBP) beschrieben, die 
charakteristiscb fiir erhdntes Risiko genetisch bedingter Krankheiten beim Menschen, wie Hypercholesterinamie, sind. Die entspre- 
Q chenden Polymorphismen, insbesondere Polymorphismen auf SREBP- 1 und SREBP-2, zeigen daruber hinaus ach sehr interessante 
^ Haufung bei Alzheimer-Patienten (SREBP-2), spezielles Verhalten bei Therapie rait Protease-Hemmern bei HTV-Patienten sowie 
^ einen Einfluss auf die Mortalitat 
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DMA- Polymorphi smen in Sterol -Regulator Ele- 
ment-Bindenden Proteinen 

Verweis auf entsprechende Anmeldungen 

5 

Die vorliegende Anmeldung beansprucht die 
Prioritat der Schweizer Anmeldung Nr. 1277/99 vom 9. Juli 
1999, deren Offenbarung hier durch Bezugnahme einge- 
schlossen ist. 

10 

Technisches Gebiet 

Die vorliegende Erfindung betrifft Polymor- 
phismen, insbesondere Desoxyribonukleinsauren (DNA oder 
15 DNS) -Polymorphismen, in Sterol -Regulator Element -Binden- 
den Proteinen, insbesondere Protein-1 (SREBP-1) und Pro- 
tein-2 (SREBP-2), resp. die Verwendung solcher Polymor- 
phismen fur die Diagnostik, aber auch fttr das Wirkstoff- 
Screening . 

20 

Stand der Technik 

Epidemiologische Langzeitstudien haben in den 
letzten Jahrzehnten zahlreiche Faktoren identif iziert , 

25 die die Atherosklerose-Entstehung beschleunigen, und da- 
mi t die Entstehung von Herzinf arkten fordern, Trotz der 
Vermeidung von Umwelt faktoren und von Verhaltensweisen, 
die das Atherosklerose-Risiko erhohen, kann es schon bei 
jungeren Erwachsenen zu ausgepragten atherosklerotischen 

30 Veranderungen bis hin zum Herzinf arkt kommen. In solchen 
Fallen spielen Erbfaktoren eine entscheidende Rolle. Es 
ist beispielsweise bekannt, dass Defekte von Genen, die 
im Cholesterinstof fwechsel eine wichtige Rolle spielen, 
die Medikation mit cholesterinsenkenden Mitteln erfor- 

35 dern. Durch die friihzeitige Erkennung eines genetischen 
Defekts lassen sich so rechtzeitig Gegenmassnahmen er- 
greif en. 
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Es ist deshalb sowohl vom diagnostischen als 
auch vom therapeutischen Standpunkt aus sehr wiinschens- 
wert wesentliche genetische Veranderungen erkennen und 
nachweisen zu konnen (siehe A. R. Miserez, Die Bedeutung 
genetischer Faktoren bei der Entstehung des Herzinf arkts , 
uni nova, April 1998, S. 44-52). 

Cholesterin ist, neben seiner Eigenschaft als 
Vorlaufer von Steroidhormonen und Gallensauren, ein es- 
sentieller Bestandteil der Zellmembranen, der die Permea- 
bilitat der letzteren entscheidend beeinf lusst . Menschli- 
che Zellen kontrollieren ihren intrazellul&ren Choleste- 
ringehalt in engen Grenzen durch die Regulation der re- 
zeptorvermittelten Aufnahme extrazelluiarer , choleste- 
rinenthal tender Lipoproteinpartikel niedriger Dichte (low 
density lipoproteins, LDL) und durch die Steuerung der 
intrazellul&ren Cholesterinbiosyn these. LDL-Partikel bin- 
den sich an den LDL-Rezeptor (LDLR) mittels ihrer Apoli- 
poprotein (Apo) B-Anteile. Die Bindung und die nachfol- 
gende Internalisierung dieser Lipoprotein-Rezeptor-Kom- 
plexe kann teilweise oder vollstandig unterbrochen sein, 
wenn eines der an diesem Prozess beteiligten Proteine de- 
fekt ist oder fehlt. Mutationen der Gene, die das Apoli- 
poprotein E (Mutationen fuhren zu familiarer Dysbetalipo- 
proteinamie (FDL) ) , das Apolipoprotein B-100 (Mutationen 
fuhren zu f amiliar-def ektivem Apo B (FDB) ) , sowie den 
LDL-Rezeptor (Mutationen fuhren zu familiarer Hyperchole- 
sterin&nie (FH) ) kodieren, resultieren in einer Ansamm- 
lung von cholesterinenthaltenden Partikeln im Plasma, was 
mit einem Anstieg des Risikos fur koronare Herzkrankheit 
einhergeht, Mit diese Mutationen konnen aber in den mei- 
sten untersuchten Populationen nur 4.2 bis 7 % der FSlle 
mit Hypercholesterin&nie (definiert als die 10 % der Per- 
sonen einer Population mit LDLC-Konzentrationen iiber dem 
90ten Percentil) erklSrt werden. Folglich sind die bei 
der Mehrzahl der betroffenen Personen mit erhohtem Plas- 
ma-LDLC ursachlichen Gendefekten noch nicht identifi- 
ziert . 
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Die Promotoren des LDLR-Gens sowie der Gene, 
die in der Cholesterinbiosynthese eine Rolle spielen, wie 
zum Beispiel die Hydroxymethylglutaryl- (HMG) -CoA- 
Synthase-, die Farnesyl-Pyrophosphat-Synthase- und die 
5 Squalen-Synthase-Gene, enthalten spezifische Nukleotidse- 
quenzen, die sogenannten Sterol -Regulator-Elemente (SRE) . 

Es ist ebenfalls bereits bekannt, dass zwei 
Proteine, die SRE-bindenden Proteine SREBP-1 und SREBP-2, 
an die SRE in den Promotoren dieser Gene binden und deren 

10 Transkriptionsrate aktivic^en. Bei einem Mangel an Stero- 
len innerhalb der Zelle werden beide Proteine durch je- 
weils zwei proteolytische Schritte aktiviert, zun&chst 
durch einen Sterol (bzw. Cholesterol) -sensitiven Schritt 
und danach durch einen Sterol -unabhangigen Schritt. Durch 

15 diese Proteolyseschritte entstehen 68 kDa grosse Proteine 
aus der NH 2 Region der sich im Zytoplasma befindlichen 
SREBP-1- und SREBP-2 -Vorlauf erproteine . Die am Amino-Ende 
freigesetzte, reife Form der Transkriptionsf aktoren wan- 
dert in den Zellkern und bindet sich an die SRE der Pro- 

20 motoren von Cholesterin-regulierenden Genen. In der Folge 
werden diese Gene aktiviert, was zu einer Erh6hung der 
rezeptorvermittelten Aufnahme von LDL und zu einer ver- 
starkten intrazellul^ren Cholesterinbiosynthese fahrt. 

Sobald sich Cholesterin in der Zelle anhauft, 

25 wird der erste, Cholesterin-empf indliche Schritt inhi- 
biert, die reifen Formen der SREBP verschwinden und die 
Transkriptionsraten vermindern sich, wodurch eine zu 
grosse Akkumulation von Cholesterin in der Zelle verhin- 
dert wird. SREBP-1 und SREBP-2 regulieren zahlreiche SRE- 

30 enthaltende Gene, die in die Cholesterin-Homdostase in- 
volviert sind, SREBP-1 aktiviert zusatzlich die HMG-CoA- 
Reduktase und die Squalen-Synthase. SREBP-1 und SREBP-2 
sind Mitglieder der sogenannten basischen Helix-Loop-He- 
lix Leucine Zipper Transkriptionsf aktor-Familie. Die Ge- 

35 ne, die diese Faktoren kodieren, wurden ktirzlich kloniert 
und in ihrer genetischen Struktur charakterisiert (20, 
21) . 
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Trotz all dieser bereits gewonnenen Erkennt- 
nisse liegt aber - wie bereits oben erwahnt - die Zahl 
der erkennbaren Risikopatienten fur z.B. Hypercholeste- 
rinamie bei unter 7 % . 
5 ziel der vorliegenden Erfindung war es des- 

halb, die Fruhdiagnose und die Therapie von Risikopatien- 
ten zu verbessern. 

Dieses Ziel wurde dadurch erreicht, dass Dia- 
gnoseverfahren sowie fur deren Durchfiihrung geeignete Po- 
10 lymorphismen auf den SREBP-Genen bereitgestellt werden, 
insbesondere Polymorphismen, die bei einem Teil der Pati- 
enten mit Anderungen im Lipidhaushalt , insbesondere im 
Cholesterinhaushalt, vorzugsweise bei einem bedeutenden 
Teil solcher Patienten, auftreten. 

15 

Darstellung der Erfindung 



Ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist 
f olglich ein Verfahren zur Erkennung eines erhohten oder 

20 erniedrigten Krankheits- und/oder Mortalitatsrisikos 
und/oder einer erhShten oder erniedrigten Sensitivit&t 
auf Therapieverfahren resp. deren Nebenwirkungen . 

Weitere Gegenstande der vorliegenden Erfin- 
dung sind die Verwendung von Polymorphismen zur Diagnose, 

25 zur Beurteilung von Behandlungen gegen Krankheiten und 
zum Wirkstoff screening, sowie die Bereitstellung geeigne- 
ter Polymorphismen. 

Uberraschenderweise wurde gefunden, dass Po- 
lymorphisms auf Sterol-Regulator Element-Bindenden-Pro- 

30 teinen (SREBP) , insbesondere SREBP-1 und SREBP-2, indika- 
toren fiir Gesundheits- resp. Therapierisiken sind. Das 
erfindungsgem&sse Verfahren ist deshalb dadurch gekenn- 
zeichnet, dass nach Blut- resp. Gewebeentnahme, das Blut 
resp. Gewebe auf das Vorhandensein eines Polymorphismus 

35 in mindestens einem SREBP untersucht wird, wobei das Vor- 
handensein eines Polymorphismus auf Amino- und/oder Nu- 
kleins£ure-Ebene bestimmt werden kann. Der Begriff Poly- 
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morphismus, wie er im Rahmen dieser Erfindung gebraucht 
wird, beschreibt jede nattirlich im Menschen vorkommende 
Sequenzvariation, vorzugsweise aber eine Sequenzvaria- 
tion, die bei einem grossen Bevolkerungsanteil vorkommt. 
5 In einem bevorzugten Verfahren werden ent- 

sprechende Nukleinsauresequenzen, die einen charakteri- 
stischen Polymorphismus aufweisen, insbesondere einen Po- 
lymorphismus von SREBP-1 und/oder SREBP-2, auf einem DNA- 
und/oder RNA-Chip verwendet, sog. Microarray (DNA Chip) 

10 Technologie. Andere Verfahren sind beispielsweise PGR und 
darauf folgende Restriktionsenzymverdauung, beispielsweise 
mit Msp I bzw. Xmn I; "Single Strand Conformation Poly- 
morphism (SSCP) "-Verfahren; "Denaturing Gradient Gel 
Electrophoresis (DGGE) " -Verfahren; "Protein Truncation 

15 Test (PIT) "-Verfahren; "Restriction Fragment Length Poly- 
morphisms (RFLP) "-Verfahren; "Cleavage Fragment Length 
Polymorphisms (CFLP) " -Verfahren; "Chemical Cleavage of 
Mismatches "-Verfahren; Sequenzierung; Minisequenzierung 
(Snap-shot-Sequenzierung) ; auf "High Pressure Liquid 

20 Chromatography (HPLC) " basierende Verfahren (dHPLC) ; auf 
Massenspektroskopie basierende Verfahren; Dot blot-Ver- 
fahren (allelspezif ische Oligonukleotide) ; allelspezif i- 
sches PCR-Verfahren (allelspezif ische Oligonukleotide) ; 
"Real-Time" quantitative PCR-Spectrophotometrie (z.B. 

25 TaqMan™, Light Cycler™) ; und "Luminescent non-gel based 
molcular interrogation" . 

Mit den im Rahmen dieser Erfindung speziell 
interessierenden Polymorphismen, insbesondere jenen, die 
auf den SREBP-1 und SREBP-2 Genen gefunden wurden, geht 

30 eine ge&nderte Funktionsf ahigkeit der Proteine einher. In 
Anwesenheit der unten naher beschriebenen Mutationen im 
SREBP-1- und SREBP-2 -Gen beispielsweise wird das LDL-Re- 
zeptorgen weniger oder besser aktiviert, was zu verander- 
ten Cholesterinspiegeln beim Menschen fiihrt. 

35 Ferner wurde im Rahmen der vorliegenden Er- 

findung gefunden, dass entsprechende Polymorphismen Indi- 
katoren fur erhShtes oder erniedrigtes Krankheitsrisiko 
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sind, insbesondere far erhohtes resp. erniedrigtes Risiko 
an Hypercholesterinamie oder der Alzheimer-Krankheit zu 
erkranken. Sie ermoglichen auch die Beurteilung des Risi- 
kos fur das Auftreten von Problemen bei der HIV-Therapie, 
insbesondere der Therapie mit Protasehemmern, und ermdg- 
lichen das Abschatzen des Risikos fur die Entwicklung ir- 
gendeiner mit einem erhdhten Mortalitatsrisiko verbunde- 
nen Erkrankung, dies auch unabh&ngig von einer gegebenen- 
falls assoziierten Cholesterinmodif ikation oder Alzhei- 
mer-Krankheit . 

Die Erfindung wird unten und in den Figaren 
naher beschrieben. 

Kurze Beschreibung der Zeichnungen 

Figur 1A zeigt ein Chromatogram zur Identifi- 
zierung des Exon-Polymorphismus in SREBP-1, und den er- 
mittelten Polymorphismus, nSmlich eine Mutation im SREBP- 
1 Gen (Exon 18c) an AminosSureposition 1028 (G1028G) , die 
zu keinem Aminosaureaustausch fiihrt, aber eine Xmn I Re- 
striktionsschnittstelle generiert . 

Figur IB zeigt ein Chromatogram zur Identifi- 
zierung des Exon-Polymorphismus in SREBP-2 und den ermit- 
telten Polymorphismus, namlich eine Mutation im SREBP-2 
Gen (Exon 10) an Aminosaureposition 595 (A595G) , die zu 
einer Aminosauresubstitution fiihrt (Alanin zu Glycin) und 
eine zusatzliche Msp I Restriktionsschnittstelle gene- 
riert. 

Figur 2A zeigt, wie mittels PCR Amplif ikation 
des ganzen Exon 18c (SREBP-1) und darauf f olgende Restrik- 
tionsenzymverdauung homozygote und heterozygote Trager 
der entsprechenden Mutation beim Screenen von grossen 
Personenkollektiven mit hohem Durchsatz identif iziert 
werden konnen, 

Figur 2B zeigt, wie mittels PCR Amplif ikation 
des 5 f -Endes von Exon 10 (SREBP-2) und darauf f olgende Re- 
striktionsenzymverdauung homozygote und heterozygote Tr&- 
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ger der entsprechenden Mutation beim Screenen von grossen 
Personenkollektiven mit hohem Durchsatz identif iziert 
werden konnen. 

Figur 3 zeigt fur SREBP-1 und fur SREBP-2 den 
5 Vergleich zwischen Tragern und Nicht -Tragern der Polymor- 
phismen hinsichtlich der entsprechenden, gemittelten Ge- 
samt-Cholesterinkonzentrationen und der Gen-Gen Interak- 
tionen mit dem Apolipoprotein E-Gen. 

Figur 4 zeigt die prozentuale Aenderung der 
10 Plasmacholesterinspiegel vor und nach Gabe von Protease- 
hemmern in Abhangigkeit vom G1028G Polymorphismus . 



Wege zur Ausfuhrung der Erf indung 

15 Polymorphismen in den SREBP-Genen allgemein 

k6nnen, wie unten fur die SREBP-1- und SREBP-2 -Gene be- 
schrieben, ermittelt werden. 

Die speziellen Polymorphismen k6nnen z.B. da- 
durch bestimmt werden, dass Oligonukleotide entworfen 

20 werden, die den Intron-Sequenzen der SREBP-1- und SREBP- 
2-Gene entsprechen, die unmittelbar den Exon-/Intron- 
Grenzen benachbart sind, und dass mittels der Einzel- 
Strang-Konformations-Polymorphismus-Methode (SSCP) beide 
Gene fur Sequenzvariationen getestet werden. 

25 Auf diese Weise wurden die folgenden relativ 

haufig auftretenden Polymorphismen gefunden, die jeweils 
dem normalen Gen gegeniibergestellt werden, wobei NS die 
Nukleotidsequenz und AS die Aminosauresequenz bedeuten: 



30 SREBP-1 (Wild-Typ): 

NS G CAC CTA GGC AAA GGC TTC (Seq. Id. Nr. 1) 

AS H L G K G F (Seq. Id. Nr. 2) 

SREBP-l-Exon 18c -Polymorphismus (SREBP-1- 
35 G1028G Oder SREBP-lc-G1028G) : 

NS G CAC CTA GGG AAA GGC TTC (Seq. Id. Nr. 3) 

AS H L G K G F (Seq. Id. Nr. 4) 
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A5956) : 



SREBP-2 (Wild-Typ): 

NS CT GCT GCC GCC AAC CTA CA (Seq. Id. Nr. 5) 
AS A A A A N L Q (Seq. Id. Nr. 6) 

SREBP-2 -Exon 10 -Polymorphismus ( SREBP-2 - 

NS CT GCT GCC GGC AAC CTA CA (Seq. Id. Nr. 7) 
ASAAAGNLQ (Seq. Id. Nr. 8) 



Analog wurd^ ein zwischenzeitlich im Rahmen 
einer Diplomarbeit ver6f f entlichter weiterer SREBP-2-Po- 
lymorphismus mit relativ grosser Haufigkeit ermittelt 
(siehe Diplomarbeit am Departement Forschung, Universi- 
tatskliniken Basel, von Patrick Y. Miiller, "Sterol Regu- 
15 latory Element Binding Protein 2 : ...-), der in der Folge 
als SREBP-2-Exon-6-Polymorphismus oder SREBP-2 -R371K be- 
zeichnet wird. 

Eine Gegenuberstellung der Sequenz des Wild- 
Typs imd dieses weiteren Polymorphismus zeigt eine Ande- 
rung auf Proteins tufe, namlich Mutation eines Arginins 
(R) zu einem Lysin (K) an Position 371 (R371K) in Exon 6, 
namlich: 

SREBP-2 (Wild-Typ): 

NS CTG AGG AAG 

25 AS L R K 



R371K) 



SREBP-2-Exon 6 -Polymorphismus ( SREBP-2 - 



NS CTG AAG AAG 

30 AS L K K 



Wie aus den obigen Sequenzen ersichtlich ist, 
weist jeder der drei Polymorphismen eine geanderte Nu- 
kleinsaure im Exonbereich auf, wobei nur zwei der drei 
35 Polymorphismen, namlich jene zu SREBP-2, eine Mutation 

aufweisen, die sich auf Proteinebene auswirkt (siehe dazu 
Figur 1A, Figur IB) . Alle drei Polymorphismen ftthren je- 
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doch zu neuen Schnittstellen fttr Restriktionsenzyme, n£m- 
lich im SREBP-1 zu einer fur Xmn I und im SREBP-2 zu ei- 
ner fur Msp I resp. einer fiir Dde I. 

Selbstverstandlich sind die entsprechenden 
Polymorphismen auch in den Komplementarstrangen vorhan- 
den, so dass im Rahmen der vorliegenden Erfindung uber- 
all, wo Bezug auf Nukleotidsequenzen gemacht wird, die 
entsprechende Offenbarung die KomplementSrsequenzen ein- 
schliesst . 

Da der Polymorphismus im SREBP-1 -Gen nicht zu 
einer Anderung auf Proteinebene fuhrt aber trotzdem mit 
dem Auftreten von Hypercholesterinamie korrelierbar ist, 
drangt sich der Schluss auf, dass dieser Polymorphismus 
mit einer oder mehreren Mutationen im selben Gen einher- 
geht oder einen Einfluss auf der RNA-Ebene austtbt. Diese 
Annahme steht im Einklang mit der Tatsache, dass fur den 
in SREBP-1 gefundenen Polymorphismus nicht nur ein Zusam- 
menhang mit dem Auftreten von Hypercholesterinamie gefun- 
den wird, sondern gleichzeitig ein Zusammenhang mit einem 
Mangel an Erhohung der Gesamtcholesterin- und Triglyce- 
rid-Konzentration in HIV-Patienten nach der Verabreichung 
von Protease- Inhibitoren festgestellt wird. Dieser Poly- 
morphismus ist deshalb ein wertvolles Hilfsmittel bei der 
Risikoabsch&tzung des Auf tret ens von unerwunschten Wir- 
kungen und Einstellung einer Behandlung mit Protease- 
Hemmern . 

Eine andere wichtige Eigenschaf t der vorlie- 
gend beschriebenen Polymorphismen, insbesondere des 
SREBP-2 -A59^-Polymorphismus, ist dessen Vorherrschen bei 
Patienten mit der Alzheimer-Krankheit im Vergleich zu 
dessen Vorkommen in der Bevdlkerung allgemein, nSmlich 7 
% bei Alzheimer Patienten gegentiber 2.4 % in der BevSlke- 
rung allgemein. 

tiberraschenderweise wurde zudem gefunden, 
dass alle drei oben naher beschriebenen Polymorphismen 
signif ikanten Einfluss auf die Mortalitat ihres Tragers 
haben . 
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Zusainmenfassend kann somit festgehalten wer- 
den, dass SREBP-2-A595G speziell geeignet ist um Aussagen 
uber das Risiko fur Cholesterinerhohung an und ftir sich 
zu machen, wahrenddem SREBP-lc-G1028G insbesondere geeig- 
5 net ist als prognostischer Marker ftir die individuelle 
Reaktion (Risiko der Cholesterinerhohung) nach Gabe von 
Medikamenten. Fur Aussagen uber das Risiko fiir die Ent- 
wicklung der Alzheimer-Krankheit (auch unabhangig von ei- 
ner gegebenenf alls assoziierten Cholesterinerh6hung oder 
10 -erniedrigung) ist SREBP-2-A595G bevorzugt, wahrend far 
die Bestimmung des Risikos fur die Entwicklung einer Er- 
krankung, die mit einem erhohten Mortalit&tsrisiko ver- 
bunden ist (auch unabhangig von einer gegebenenf alls ar 
soziierten Cholesterinmodif ikation oder Alzheimer-Kra: 
15 heit) alle drei oben n£her beschriebenen Polymorphism 
geeignet sind, wobei SREBP-2-A595G und SREBP-lc-G1028G 
bevorzugt sind. 

wahrend allgemein fur das Verfahren Polymor- 
phismen der SREBP geeignet sind, sind solche von SREBF-1 
20 und/oder SREBP-2 bevorzugt, insbesondere aber Polymor- 

phismen, die zu einer erhShten oder erniedrigten Aktivie- 
rung von Genen im Lipidstof fwechsel , insbesondere im Cho- 
lesterinstof fwechsel fiihren. Dabei sind Polymorphismen, 
die zu erhdhter oder erniedrigter Plasmakonzentration 
25 mindestens eines Lipids, insbesondere von Cholesterin, 
fiihren weiter bevorzugt. 

Es hat sich gezeigt, dass ein Polymorphi sinus, 
der eine Erkennungssequenz far eine innerhalb des Poly- 
morphismus liegende Schnittstelle aufweist, sich speziell 
30 fur ein Verfahren unter Verwendung dieser Erkennungsse- 
quenz eignet. Solche Erkennungssequenz .a sind beispiels- 
weise die Erkennungssequenz fur Xmn I ;>der Msp I, d.h. 
GAANNNNTTC oder CCGG, wobei N ein beliebiges Nukleotid 
sein kann. Sequenzen, die solche Erkennungssequenz en ent- 
35 halten sind beispielsweise 

SREBP-1, Exon 18c : GCACCTAGGGAAAGGCTTC , (Seq. 
Id. Nr. 3) und 
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SREBP-2, Exon 10: CTGCTGCCGGCAACCTACA (Seq. 

Id. Nr. 7) . 

Diese Sequenzen konnen als solche oder zusam- 
men mit weiteren Nukleotiden aus ihrer nattirlichen Nach- 
5 barschaft als z.B. Sonde eingesetzt werden. Daneben gibt 
es aber auch weitere geeignete Sequenzen, wie die folgen- 
de Nukleinsaure-Sequenz, gegebenenf alls zusammen mit wei- 
teren Nukleotiden aus der naturlichen Nachbarschaf t die- 
ser Sequenz, namlich 

10 SREBP-2, Exon 6: CTGAAGAAG. 

Ein bevorzugtes Verfahren auf Ebene der Nu- 
kleins&uren ist dadurch gekennzeichnet , dass nach Blut- 
resp. Gewebeentnahme und DNA-Extraktion mindestens ein 
Teilstiick einer Sequenz, insbesondere eines Exons, eines 

15 SREBP, das einen Polymorphismus enthSlt, unter Verwendung 
zweier Oligonukleotidsequenzen amplif iziert wird, wobei 
der Polymorphismus charakteristisch ist ftir eine erh5hte 
oder erniedrigte Aktivierung von Genen im Lipidstof fwech- 
sel insbesondere im Cholesterinstof fwechsel, und speziell 

20 bevorzugt fur erhohtes oder erniedrigtes Risiko ftir Hy- 
percholesterin^mie beim Menschen, und dass das Produkt 
der Amplif ikation einer Verdauung mit geeigneten Restrik- 
tionsenzymen oder einer Denaturierung unterworfen wird 
und dass aie Verdauungs- resp. Denaturierungsprodukte 

25 elektrophoretisch aufgetrennt werden. 

Falls der Polymorphismus in einem Exon liegt 
ist vorzugsweise mindestens eine der Oligonuklec^idse- 
quenzenen im Intronbereich angesiedelt, der dem Exon be- 
nachbart ist, in dem der Polymorphismus existiert, wie 

30 beispielsweise die Paare 

S1.18cF (Seq. Id. Nr. 9): 
5 ' - TTATTTATAATCTGGGTTTTGTGTC - 3 ' und 

S1.18CR (Seq, Id. Nr. 10): 
5 ' -GGGAAGAGCTAAGTTAAAAGTTGTG-3 ' oder 

35 EcdR I.S1.18cF (Seq. Id. Nr. 11): 

5 ' - CGGAATTCTGAAATTATTTATAATCTGGGTTTTGTGTC -3 ' und 
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EcoR I.S1.18cR (Seq. Id. Nr. 12): 
5 ' -CGGAATTCATCGGGGAAGAGCTAAGTTAAAAt "G r 3-3' oder 

S2.10P.F (Seq. Id. Nr. 13): 
5 ' -GCCAGTGACCATTAACACCTTTTGA-3 ' und 
5 S2.10P.R. (Seq. Id. Nr. 14): 

5 ' -TCGTCTTCAAAGCCTGCCTCAGTGGCTGGC-3 ' oder 

EcoRX S2.10F (Seq. Id. Nr. 15): 
5 ' -CGGAATTCGCCAGTGACCATTAACACCTTTTGA- 3 ' und 
EcoRX S2.10R (Seq. Id. Nr. 16): 
10 5 ' -CGGAATTCTGCAGCAAGCCAGTCATCAGCAGCT- 3 ' 

EcdRX S2.6F (Seq. Id. Nr. 17): 
5 ' -CGGAATTCTGGTCTCACTGTGTTTTCACTCATC - 3 ' 

EcoRX S2.6R (Seq. Id. Nr. 18): 
5 ' -CGGAATTCGCCAGGGCTGACAAGCCTTTTCTCA-3 ' . 
15 Neben den oben angegebenen Sequenzen resp. 

Sequenzpaaren sind auch andere Sequenzen resp. Sequenz- 
paare verwendbar, wie mit den oben angegebenen Sequenzen 
unter stringenten Bedingungen hybridisierbare Sequenzen, 
einschlisslich Sequenzen ohne resp. mit anderen Erken- 
20 nungs sequenzen als der oben angegebenen EcoRI-Sequenz . 
Die Gesamtlange solcher Sequenzen betragt iiblicherweise 
15 bis 30 Basen. 

Geeignete Polymorphismen konnen ermittelt 
werden durch amplif izieren und analysieren einer interes- 
25 sierenden SREBP-Sequenz, Vergleich der Exon-Bereiche die- 
ser interessierendne Sequenz mit den Exon-Bereichen der 
Sequent des in einer Population am haufigsten auftreten- 
den Typs des entsprechenden SREBP und Untersuchung der 
Sequenzen mit gefundenen Unterschieden auf Fehlfunktion, 
30 wobei vorzugsweise die Unterschiede zu einer anderen Ami- 
nosaure und/oder insbesondere zu einer Erkennungsstelle 
fur ein Restriktionsenzym fuhren. Eine solche Erkennungs- 
stelle liegt vorzugsweise in einem Exon, sie kann aber 
auch in einem Intron liegen und beispielsweise zu einer 
35 Spleissvariante fuhren. 

Der grosse Einfluss der gefundenen Polymor- 
phismen auf Krankheitsbilder beeinf lussende Faktoren wird 
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in der Folge kurz anhand der haufiger auftretenden Poly- 
morphismen A595G und G1028G diskutiert: 

Die A595G Mutation im SREBP-2 Gen ist mit ei- 
ner signif ikanten Modification der gemittelten Plasmacho- 
5 lesterin-Konzentrationen assoziiert. Die der publizierten 
cDNA Sequenz (12, 15, 16) entsprechende Aminos&uref olge wur- 
de als Wildtyp definiert, obgleich - zumindest in dem 
vorliegend untersuchten Schweizer Eevolkerungskollektiv - 
die Sequenz, die Glycin an Position 595 kodiert, eine 

10 viel hohere Pr&valenz ha' .e als das publizierte Alanin an 
dieser Stelle. Ueber 93% aller Individuen waren heterozy- 
gote Oder homozygote TrSger der A595G Mutation. Beide Ge- 
ne wurden aus einer cDNA-Bibliothek, abgeleitet von HeLa 
Zellen, die vom Karzinom einer af ro-amerikanischen Frau 

15 (Henriette Lacks) abstammen, sequenziert (17 ) . Direkte 

Versuche mit HeLa Zellen zeigten Homozygotie hinsichtlich 
des nicht mutierten A595A Genotyps und legten die Annahme 
nahe, dass diese Person homozygote Tragerin des Wildtyp 
Allels war - ein Zustand, der jedoch nur bei 6.69% des 

20 schweizerischen BevSlkerungskollektivs vorgefunden wurde. 
Die Beobachtung einer hohen Pravalenz der A595G Mutation, 
fiihrte im Rahmen der vorliegenden Erfindung zur Annahme, 
dass der seltene Wildtyp in homozygoter Form (11) mit ei- 
ner hoheren Plasmacholesterinkonzentration assoziiert 

25 sei, und die nicht mutierte Form (22) mit einer niedrige- 
ren Konzentration, dass somit ein autosomal-rezessiver 
Effekt vorliegen konnte, weshalb die Allelkombinacionen 
11 und 12/22 miteinander verglichen wurden. 

Das Kollektiv der eingeschlossenen Individuen 

30 war heterogen hinsichtlich der Plasmagesamtcholesterin- 
konzentrationen, die von 1.95 bis 22.65 mmol/L reichten. 
Dieser grosse Bereich erklarte sich durch den Einschluss 
von zufalligen Stichproben, aber auch ausgewahlten Kol- 
lektiven, und folglich normocholesterinSmischen und hy- 

35 percholesterinamischen Individuen. Daher war es nicht 
verwunderlich, dass ohne Stratif izierung des Kollektivs 
in zufallig/nicht zufailig ausgewahlte oder in normocho- 
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lesterin&nsche/hypercholesterin&nische Untergruppen, der 
Effekt zumindest eines der Polymorphismen, der des G1028G 
Polymorphisms , keine statistische Signifikanz erreichte 
(P=0.0770). Sobald jedoch diese Auswahlkriterien in die 
5 Berechnungen einbezogen wurden, war der Unterschied der 
G1028G Allelkombinationen 11/12 gegeniiber 22 signifikant 
(P=0.0164). Ebenso verringerte sich bei der A595G Muta- 
tion die Wahrscheinlichkeit, dass Unterschiede in den 
Plasmagesamtcholesterinkonzentrationen zwischen der Al- 
io lelkombination 11 gegeniibe 12/22 auf Zufall beruhten, 
von P=0.0003 (ungepaarter t-Test, keine Stratif izierung) 
auf P<0.0001 (Varianzanalyse = ANOVA, Stratif izierung. 

Dariiberhinaus waren bei beiden Polymorphismen 
die Assoziationen zwischen einer bestimmten Allelkombina- 
15 tion und hOheren Plasmacholesterin-Konzentrationen (Al- 
lelkombination 22 beim G1028G Polymorphismus, Allelkombi- 
nation 11 beim A595G Polymorphismus; in Figur 3, E und F, 
schwarz dargestellt) in Anwesenheit des R158C (e2 Ph&no- 
typ) Polymorphismus starker und in Abwesenheit des C112R 
20 (e4 Phanotyp) Polymorphismus im Apo E Gen schwacher. Es 
wurde gefunden, dass diese Gen-Gen Interaktionen die Asso- 
ziation des G1028G Polymorphismus (22 Allelkombination) 
mit hSheren Plasmacholesterinkonzentrationen deutlich be- 
einflussen: nach Ausschluss der Trager der C112R Mutation 
25 war der Effekt der G1028G C — » G Mutation in homozygoter 
Form (22) hoch signifikant (P=0.0002). 

Es konnte somit gezeigt werden, dass beide 
SREBP-Gene die Plasmacholesterin-Konzentrationen beim 
Menschen Shnlich den bekannten Effekten der beiden Poly- 
30 morphismen im Apo E Gen (C112R und R158C) , modif izieren. 
Desweiteren wurden Gen-Gen Interaktionen deutlich, wenn 
die SREBP-1 und -2 Genpolymorphismen mit den Polymorphis- 
men im Apo E Gen korreliert wurden. 

Bei 11.6% der Individuen mit sekundaren Hy- 
35 perlipoproteinamien waren die Plasma- triglycer idkonzen- 
trationen erhoht. Ein Effekt erhShter Triglyceridkonzen- 
trationen wird durch die Tatsache unterstrichen, dass, 
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wurden Individuen mit erhohten Triglyceridkonzentrationen 
ausgeschlossen, die A595G Mutation eine signifikante Aus- 
wirkung auf m&nnliche Individuen mit Diabetes mellitus 
zeigte (P=0.0018), dieser Effekt jedoch ausblieb, wenn 
5 Individuen mit erhShten Triglyceridkonzentrationen einge- 
schlossen wurden. 

Die A595G Mutation im SREBP-2 Gen konnte so- 
wohl eng mit einer anderen Mutation verbunden sein als 
auch die Spaltungsrate des Proteins direkt betreffen. 

10 Exon 10, wo die A595G Mutation lokalisiert ist, geh6rt 
zwar nicht zum Teil des reifen Proteins, das in den Zell- 
kern wandert. Trotzdem ist dieser Teil des Proteins inso- 
fern mit der Aktivitat des Proteins verbunden, als er die 
Spaltungsvorgange, die die SREBP-2 Vorlauf erf orm aktivie- 

15 ren, beeinflusst. 

Die Proteolyse wird durch ein Enzym eingelei- 
tet, das eine hoch konservierte RXXL Sequenz der SREBP 
Vorlauf erf ormen erkennt, welche in der hydrophilen 
Schleife lokalisiert ist. Durch einen ersten Proteolyse- 

20 schritt werden die NH 2 -Terminus- und die COOH-Terminus - 
Domanen getrennt. Nach diesem ersten, Sterol-sensitiven 
Schritt wird das verbleibende, Membran-gebundene ^-Ter- 
minus Fragment durch einen zweiten, Sterol -unabhangigen 
Schritt freigesetzt. Der zweite Proteolyseschnitt (site- 

25 2) ist innerhalb der Membran-durchspannenden Region lo- 
kalisiert und wird durch das site-2 Enzym vermittelt. Der 
zweite Schritt erfolgt nur, wenn die site-1 Proteolyse 
stattgefunden hat. Eine Vorbedingung fur die site-1 Pro- 
teolyse ist jedoch die Bildung eines Komplexes aus SREBP 

30 und dem sogenannten SREBP Cleavage Activating Protein 

(SCAP) . Bei Mangel von Sterolen in der Zelle bindet die- 
ses Protein an die COOH-Terminus Dom&ne. Die Bildung des 
SREBP-SCAP Komplexes ist entscheidend fur den site-1 Pro- 
teolyseschritt und abh&ngig von der Vollstandigkeit der 

35 COOH-Terminus Dom&nen von SREBP-2 und SCAP (18,19). Auf 
der Grundlage der vor kurzem von Sakai et al. (18) durch- 
gefuhrten Experimente, der den COOH-Terminus Teil der 
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SREBP Vorlauferformen als regulatorische Einheit identi- 
fizierte, wirft die Mutation in dieser Dom&ne, die ein 
signif ikantes Sinken der gemittelten Plasmacholesterin- 
Konzentrationen verursacht, die Frage einer leicht ver- 
einfachten Bildung des SREBP-SCAP Komplexes auf, wenn die 
A595G Mutation vorhanden ist. 

Der Effekt des G1028G Polymorphismus scheint 
von den Gen-Gen Interaktionen mit dem Apo E Gen beein- 
flusst zu sein. Im Gegensatz zur G1028G Mutation im 
SREBP-1 Gen, hat die A595G Mutation im SREBP-2 Gen als 
Marker signifikante Auswirkungen auf die Plasmacholeste- 
rin-Konzentrationen sowohl wenn das gesamte Kollektiv un- 
tersucht wird, als auch bei der Analyse der verschiedenen 
Untergruppen. Es ist wahrscheinlich, dass die Mutation 
ihre Wirkung zeigt, indem sie direkt den Spaltungsvorgang 
beeinflusst, der fur die Sterol-abhangige Aktivierung von 
SREBP-2 verantwortlich ist. 

Aus den obigen Ausfuhrungen folgt, dass beide 
Gene die individuellen Plasmacholesterin-Konzentrationen 
signif ikant modif izieren. Obgleich viele Gene im intra - 
und extrazellularen Cholesterinstof fwechsel eine Rolle 
spielen, ist im Hinblick auf die Allgemeinbevdlkerung 
bislang nur das Apo E Gen als modif izierendes Gen von 
grosserm Nutzen gewesen. Andere am Lipoproteinmetabolis- 
mus beteiligte Gene, wie etwa das LDL Rezeptorgen, das 
Apo B-100 Gen oder ein weiteres, unbekanntes Gen auf 
Chromosom Ip34.1-p32 kdnnten im mutierten Zustand deutli- 
che Auswirkungen auf die Plasmagesamtcholesterinkonzen- 
trationen haben. Jedoch sind diese Mutationen im Ver- 
gleich zu den Polymorphismen im Apo E- und den jetzt ent- 
deckten Polymorphismen im SREBP-1 und SREBP-2 - Gen sehr 
selten. Selbst die R3 f 500Q Mutation, die mit einem von 
209 betroffenen Individuen der Allgemeinbevolkerung (in 
der Schweiz) die hochste bisher beobachtete Pravalenz hat 
(2), tritt nicht haufig genug auf, urn an diesem Polymor- 
phismus den Einfluss eines bestimmten Gens auf den Chole- 
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sterin-stof fwechsel der Allgemeinbevdlkerung zu untersu- 
chen. 

Die Verfahren und Polymorphismen der vorlie- 
genden Erfindung sind somit sehr wertvolle Hilfsmittel 
5 fur die Friiherkennung von Risikopatienten sowie fiir die 
Optimierung von Prophylaxe und Therapien. Ferner eignen 
sie sich als Targets fiir das Wirkstoff screening, sowie 
die Beurteilung einer Therapie gegen eine Krankheit wie 
z.B. HIV. Der Wert der bevorzugten Polymorphismen dieser 

10 Erfindung ist auch die Anwesenheit von Erkennungssequen- 
zen in nachster Nahe des Polymorphismus . Diese Erken- 
nungssequenzen sind in SREBP-1 die Erkennungssequenz fiir 
Xmn I , n&nlich GAANNNNTTC, wobei N ein beliebiges Nu- 
kleotid sein kann, und in SREBP-2 die Erkennungssequenz 

15 far Msp I, d.h. CCGG. 

Die vorliegende Erfindung betrifft auch ein 
Verfahren zur Erfassung von Risikotragern sowie Hilfsmit- 
tel fur dieses Verfahren, wie Oligonukleotid-Sequenzen 
zur Amplif izierung interessierender DNA-Abschnitte. 

20 Ein bevorzugtes Verfahren zur Erfassung von 

Risikotragern zeichnet sich aus durch die nachfolgend 
aufgefuhrten Schritte: 

1. Blut- oder Gewebeentnahme 

2 . DNA-Extraktion 

25 3 . Amplif ikation mit geeignetem Primer 

4 . Verdauung mit geeigneten Restriktionsen- 
zymen oder Denaturierung des PCR-Produk- 
tes 

5. Elektrophoretische Auftrennung auf geeig- 
30 netem Gel. 



Uber die Verdauung mit geeigneten Restrikti- 
onsenzymen werden insbesondere die speziell interessie- 
renden Poymorphismen nachgewiesen und iiber die Denaturie- 
35 rung (Einzel-Strang-Konformations-Polymorphismus = SSCP) 
lassen sich daneben weitere Mutationen auffinden. 
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Eine bevorzugte Oligonukleotid-Seguenz zur 
Amplif izierung eines DNA-Abschnitts, der einem Exon-Be- 
reich entspricht, in dem ein Polymorphismus existiert, 
ist dadurch gekennzeichnet , dass sie in einem Intronbe- 
5 reich angesiedelt ist, der dem Exon benachbart ist, in 
dem der Polymorphismus existiert und nahe der Exon/Intron 
Grenze liegt, oder im Exon selbst, sofern sich dadurch 
die Zahl der Schnittstellen vermindern l&sst. 

Bevorzugte Oligonukleotide fur den SREBP-1 

10 Polymorphismus sind die Oligonukleotide S1.18cF (Seq. Id. 
Nr . 9 ) : 5 ' - TTATTTATAATCTGGGTTTTGTGTC - 3 ' und SI . 18cR ( Seq . 
Id. Nr. 10): 5 ' -GGGAAGAGCTAAGTTAAAAGTTGTG-3 ' , die auch 
die Erfassung von Spleiss-Mutationen gestatten, sowie 
Oligonukleotiden, die daneben zusatzliche EcoR I- 

15 Schnittstellen besitzen, wie EcoR I.S1.18cF (Seq. Id. Nr. 
11): 5'- CGGAATTCTGAAATTATTTATAATCTGGGTTTTGTGTC -3' und 
EcoR I . SI . 1 8cR ( Seq . Id . Nr . 12 ) : 5 ' -CGGAATTCATCGGGGAAGA- 
GCTAAGTTAAAAGTTGTG- 3 ' . Urn Exon 10 des SREBP-2-Gens in- 
klusive dessen Exon-/Intron-Grenzen zu amplif izieren sind 

20 die Oligonukleotide S2.10P.F (Seq. Id. Nr. 13) :5'- 

GCCAGTGACCATTAACACCTTTTGA-3 ' und S2.10P.R (Seq. Id. Nr. 
14 ) : 5 ' - TCGTCTTCAAAGCCTGCCTCAGTGGCTGGC - 3 ' resp . EcoRI 
S2.10F (Seq. Id. Nr. 15): 5 ' -CGGAATTCGCCAGTGACCATTAAC- 
ACCTTTTGA-3 ' und EcoRl S2 . 10R (Seq. Id. Nr. 16): 5'- 

25 CGGAATTCTGCAGCAAGCCAGTCATCAGCAGCT-3 ' bevorzugt. 

Eine spezielle Verwendung von SREBP- Polymor- 
phismen betrifft deren Einsatz auf sogenannten DNA- oder 
Gen-Chips. Verfahren unter Verwendung solcher Chips, die 
die gleichzeitige Erkennung verschiedener Gendefekte er- 

30 moglichen, sind in der Literatur beschrieben. So exi- 
stiert Informationsmaterial der Firma Affymetrix zu deren 
GeneChip™ -Systemen, aber auch Artikel in Fachzeitschrif- 
ten wie jene von Mark Chee et al., Accessing Genetic In- 
formation with High-Density DNA Arrays, Science Vol. 274, 

35 Seiten 610-4, (1996) und David G. Wang, Large-Scale Iden- 
tification, Mapping, and Genotyping of Single-Nucleotide 
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Polymorphisms in the Human Genome, Science Vol. 280, Sei- 
ten 1077-82, (1998) . 

Das Verfahren lasst sich kurz wie folgt zu- 
sammenf assen: Mittels Photolithographie werden gezielte 
5 Bereiche eines Wafers Schritt fur Schritt der chemischen 
DNA- oder RNA-Einzelstrang-Synthese zugefuhrt, wobei der 
Schutzfilm nach jedem Syntheseschritt neu angebracht und 
anschliessend selektiv nur an denjenigen Stellen entfernt 
wird, an denen ein bestimmtes Nukleotid eingeftthrt werden 

10 soil. Durch dieses Vorgehen 1 assen sich Bereiche herstel- 
len, die selektiv fur bestimmte Polymorphismen sind. Zur 
Sichtbarmachung von Hybridisierungen mit Zielsequenzen 
konnen ubliche Markierungen verwendet werden, z.B. licht- 
emittierende Markierung der in der Probe vorhandenen 

15 Fragmente, wie z.B. Biotinylierung und Detektion mit 
Streptavidin oder auch Fluoreszenzmarkierung. 

Durch Entfernen markierter, nicht hybridisie- 
render Fragmente werden Hybridisierungen auf dem Chip di- 
rekt oder nach einer weiteren Behandlung sichtbar. 

20 Selbstverstandlich k6nnen die einzelnen Schritte dieses 
Verfahrens variiert werden, z.B. was den Zeitpunkt der 
Markierung oder die Art der Markierung anbelangt. Solche 
Variationen sind ftir den Fachmann erkennbar. 

Ein Chip, der fur die Frttherkennung von Pati- 

25 enten mit einem erhdhten Risiko an Hypercholesterinamie 
geeignet ist weist neben den normalen SREBP-1- und SREBP- 
2-Sequenzen die entsprechenden Polymorphismen auf, die 
Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind. Neben diesen 
SREBP-1- mid SREBP-2-Analysemitteln k6nnen selbstver- 

30 standlich auch entsprechende Sequenzen fur die weiteren 
Polymorphismen vorhanden sein, die fur Hypercholeste- 
rinSmie charakteristisch sind, d.h. FH, FDB und FDL. 

Selbstverstandlich kann ein entsprechender 
Chip auch zur Diagnose anderer Krankheiten bestimmt wer- 

35 den, die eine Abhangigkeit von SREBP-1 und/oder -2 zei- 
gen, wie Alzheimer-Krankheit , oder er kann zur gleich- 
zeitigen Diagnose mehrerer Krankheiten oder Risikofakto- 
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ren gestaltet werden, indem darauf fur die interessie- 
renden Krankheiten oder Risiken charakteristische Poly- 
morphismen angebracht werden. Diesbezuglich interessante 
Seguenzen sind beispielsweise fur das Studium kardiovas- 
kularer Risiken Sequenzen aus der folgenden Gruppe (be- 
vorzugte Sequenzen unterstrichen) : 

113-Hydroxylase Aldosterone Synthase. Gen , 1 13- 
Hydroxysteroid-Dehydrogenase (HSD11K) Gen , 17g-Hydro>:ylase 
(CYP17A)Gen / 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl (HMG)Coenzvm A 
Re duktase Gen , 3 -Hydroxy-3-Methylglutaryl (HMG)Coenzym A 
Synthase Gen , Acyl Coenzym Aidiacylglycerol acyl transfe- 
rase Gen, Acyl-Coenzym A: cholesterol acyl transferase 
(ACAT)-l Gen, Alpha- 1 -Ant ichymo trypsin Gen , Alpha-l-tryp- 
sin Gen, Alpha-Glaktosidase A Gen, Alpha-L-Iduronidase 
(IDUA) Gen , Alpha-Lecithin cholesterol acyl transferase 
(LCAT) Gen , Alpha -Synucle in Gen , Angiotensin Gen, Angio- 
tensin II Typ 1 Rezeptor Gen, Angiotensin-convertinq En- 
zym Gen , Antitrypsin Gen, Apolipoprotein (a) Gen , Apoli- 
poprotein AI-CIII-AIV Gen cluster , Apolipoprotein B-100 
Gen, Apolipoprotein CI Gen, Apolipoprotein E (epsilon 2) , 
Apolipoprotein E (epsilon 4) , Apolipoprotein E Gen , Apo- 
lipoprotein E Rezeptor 2 Gen , Benzodiazepine Rezeptor 
Gen, CD- 3 6 Gen , Cholesterol 2 4 -Hydroxylase Gen, Choleste- 
ryl ester transfer Protein (CETP) Gen , Cystathionin-B- 
Synthase Gen, Cystatin C Gen , Cytochrome P450 cholesterol 
side-chain cleavage Enzym Gen, Epithelialer Na*-Kanal (B- 
Untereinheit) Gen , Farnesyl- Pyrophosphate (PP) Synthase 
Gen, Fibrinogen Gen, Glucokinase Gen , GLUT1 Glukose 
Transporter ^en, Hepatische Lipase Gen , High density li- 
poprotein (HDL) Rezeptor Gen , Homogentisinsaure-Oxidase 
Gen, Hormone-sensitive Lipase Gen, Iduronat-2-Sulf atase 
Gen, Interleukin-8 Gen, Lecithin cholesterol acyltransfe - 
rase (LCAT) Gen , Lipooxygenase Gen, Lipoprotein Lipase 
Gen, Low density lipoprotein receptor-related Protein 
(LRP) Gen , Low density lipoprotein Rezeptor Gen , Lysoso- 
male saure Lipase Gen , Makrophagen Scavenger Rezeptor 
(SR-A) Gen, Makrophagen Scavenger Rezeptor (SR-BI) Gen, 
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Methylene- tetrahydrof olate Reduktase Gen , Microsomal 
triglyceride transfer Protein (MTP) Gen , NF- K B Gen, Nie- 
mann-Pick CI Protein Gen , Oxysterol binding Protein 
(OSBP) Gen , Paraoxonase-1 Gen , Paraoxonase-2 Gen , Peroxi- 
5 some proliferator-activated receptor (PPAR) alpha Gen , 
Peroxisome prolif erator-activated receptor (PPAR) beta 
Gen , Peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR) 
gamma Gen , Plasminogen activator-inhibitor-1 Gen , Site-1 
Protein (SIP) Gen , Site-2 Protein (S2P) Gen , Squalene 

10 Synthase Gen , SREBP cleavage-activating Protein (SCAP) 
Gen, Steroid acute regulatory Protein (StAR) Gen, Stero- 
id- 11 ^-Hydroxy las e (CYP11B1) Gen , Sterol-27-Hydroxylase 
Gen , Sterol regulatory element-binding protein (SREBP) -la 
Gen , Sterol regulatory element-binding protein (SREBP) -1c 

15 Gen , Sterol regulatory element -binding protein (SREBP) -2 
Gen , Very low density lipoprotein (VLDL) Rezeptor Gen . 

Fur das Studium neurologischer Risiken ist 
beispielsweise ein Chip umfassend Sequenzen aus der nach- 
folgend aufgefOhrten Gruppe giinstig (bevorzugte Sequenzen 

20 unterstrichen) : 

A-beta precursor Gen, Adenosin monophosphate 
deaminase Gen, Alpha 2-monoglobulin Gen, Alpha-l-Antichy- 
mo trypsin Gen , Alpha- 1- trypsin Gen, Alpha-2 Macroglobulin 
Gen , AlphJi-ketoglyterate dehydrogenase Gen, Amyloid beta- 

25 protein precursor Gen , Amyloid precursor Protein Gen , 

Amyloid precursor-like Protein 1 Gen , Amyloid precursor- 
like Protein 2 Gen , Antitrypsin Gen, Apolipoprotein (a) 
Gen, Apoliprotein AI-CIII-AIV Gen cluster , Apolipoprotein 
E (epsilor» 2) , Apolipoprotein E (epsilon 4) , Apolipopro- 

30 tein E Gen, Apolipoprotein E Rezeptor 2 Gen , Bcl-2 Gen, 
Beta-amyloid precursor Protein Gen , Beta-nerve growth 
factor Gen, Calbindin-D Gen, Captase Gen, Cathepsin D 
Gen, CD36 Gen, Clusterin Gen, Cyclooxygenase-2 Gen, (Ny- 
statin C Gen , Cytochrome C Oxidase 1 Gen, Cytochrome C 

35 Oxidase 2 Gen, Cytochrome Oxidase Gen, Dihydrof olate Re- 
duktase Gen, Dihydrolipoylsuccinyl transferase (DLST) Gen, 



Endopeptidase 1 Gen, Estrogen-Bel xL Gen, Fe65L2 Gen, 



WO 01/04352 PCT/IB00/00918 

22 

Gamma- synuclein Gen, Gelsolin Gen, GLUTl Glukose Trans- 
porter Gen, GLUT4 Glukose Transporter Gen, Glutamins&ure 
Decarboxylase Gen, Glutation S-transf erase Gen, HLA-A2 
Gen, Interleukin-1 Gen, Interleukin-6 Gen, Interleukin-8 
5 Gen, L-3-Hydroxyacyl-Coenzym A Dehydrogenase Gen, Li- 

pooxygenase Gen, Low density lipoprotein receptor-related 
Protein (LRP) Gen , Low density lipoprotein Rezeptor Gen , 
Makrophagen Scavenger Rezeptor (SR-A) Gen, Makrophagen 
Scavenger Rezeptor (SR-BI) Gen, Me t hy 1 ene - 1 e t r ahydr o f o - 
io late Reduktase Gen , Myeloperoxidase Gen, NF- K B Gen , Nie- 
mann-Pick CI Protein Gen , Non-A-beta component for amy- 
loid (NAC) peptide Gen, Notch Gen, Ornithine transcar- 
bamylase Gen, Presenilin 1 Gen , Presenilin 2 Gen , Prion 
Protein Gen (PRNP) Gz~ , Prostaglandin E2 Gen, Serotonin 
15 Gen, Serotonin Transporter Gen, Site-1 Protein (SIP) Gen , 
Site-2 Protein (S2P) Gen , SREBP cleavage-activating Pro- 
tein (SCAP) Gen , Sterol regulatory element -binding pro- 
tein (SREBP) -la Gen , Sterol regulatory element-binding 
protein (SREBP) -1c Gen , Sterol regulatory element-binding 
20 protein (SREBP) -2 Gen , Superoxid dismutase gene Gen , Tau 
(Protein) Gen , Very low density lipoprotein (VLDL) Rezep- 
tor Gen , Xllalpha Protein Gen, X11L2 Gen. 

Ferner sind die Polymorphismen, Verfahren und 
Chips de: 'orliegenden Erfindung auch geeignet urn alf&l- 
25 lige Risikopatienten fur die Behandlung mit speziellen 
Medikamenten zu ermitteln, wie eine Behandlung mit Pro- 
tease-Hemmern bei HIV-inf izierten. 

Die vorliegende Erfindung wird nun anhand von 
Beispielen naher erlautert. Die Erfindung ist aber nicht 
30 auf die im experimentellen Teil beschriebenen Beispiele, 
resp. die darin explizit genannten Ausftihrungsf ormen, be- 
schrankt . 
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Experimenteller Teil 



Vorbemerkungen 

5 Die Polymorphismen wurden ermittelt, indem 

Oligonukleotide zu Intronsequenzen im Exon/Intron-Grenz- 
bereich synthetisiert wurden, so dass auch allfallige 
Spleissvarianten erfasst werden konnten. In der Folge 
wird das genaue Vorgehen bei der Detektion der vorliegend 
10 relevanten Polymorphismen sowie deren Untersuchung im De- 
tail beschrieben. 



Probanden 



15 Es wurden insgesamt 3' 078 Personen in die 

Studie aufgenommen. DNA Polymorphismen und seltene Muta- 
tionen in fiinf verschiedenen Genen wurden untersucht. In 
alien Personengruppen wurden Individuen mit TC Plasmakon- 
zentrationen unter der 90. Percentile, standardisiert fiir 

20 Alter und Geschlecht, als normocholesterinamisch (NC) be- 
zeichnet; Individuen mit TC Plasmakonzentrationen iiber 
der 90. Percentile als hypercholesterin&nisch (HC) . 1'685 
Probanden aus verschiedenen prospektiv untersuchten Zu- 
fallsstichproben wurden eingeschlossen. 630 Individuen 

25 waren aus der * Swiss PREvalence for Apolipoprotein De- 
fects* (SPREAD) Studie, einer grossen Querschnittsunter- 
suchung, die unverwandte, m&nnliche Individuen aus den 
deutsch-, franz6sisch- und romanischsprachigen Teilen der 
Schweiz einschloss, die fur den Militardienst rekrutiert 

30 wurden. Weitere 324 Individuen wurden von der Interdiszi- 
plin&ren Altersstudie (IDA) eingeschlossen. Weitere 413 
altere Individuen wurden eingeschlossen, die aufgrund ei- 
ner vermuteten Beeintrachtigung der Gedachtnisfunktion 
untersucht wurden, aber nicht aufgrund einer Hyperchole- 

35 sterin^mie. Diese Individuen aus der Basler Memory Clinic 
(BMC) wurden als weiteres Kontrollkollektiv in die Studie 
aufgenommen. 318 betroffene und/oder nicht betroffene In- 
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dividuen wurden von der "Study to Investigate the Molecu- 
lar Basis of Hypercholesterolemia in Switzerland in Hy- 
per lipidemic Individuals by Pedigree Analysis" (SIBSHIP) , 
einer Unterstudie des schweizerischen MED PED (Make Early 
5 Diagnosis - Prevent Early Death) -Programms, eine multina- 
tionalen Studie unter der Schirmherrschaf t der WHO, in 
die Studie aufgenommen. 871 Individuen wurden von Kollek- 
tiven mit vermuteten primaren und sekund&ren Hyperlipo- 
protein&mien eingeschlossen. Die molekulare Diagnose be- 

10 ruhte auf der Identif ikation der zugrundeliegenden Muta- 
tion (famili&r-defektives Apo B (FDB) , familiare Dysbeta- 
lipoprotein&nie (FDD, familiare Hypercholesterin&nie, 
molekular diagnostiziert (FHM) oder mittels Kosegrega- 
tions-Analyse (FHM) ) . Die klinische Diagnose von f amilia- 

15 ren Formen der Hyperchol ester inamie beruhte auf Gesamt- 
und/oder LDL-Cholesterinwerten oberhalb der 90. Percenti- 
le und einer Familienanamnese mit mindestens zwei weite- 
ren Familienmitgliedern mit Hypercholesterin£mie . Indivi- 
duen mit Familien mit diesen Merkmalen und Triglyzerid- 

20 werten < 3.7 mmol/L und/oder Sehnenxanthomen wurden als 
familiare Hypercholesterinamie, klinisch diagnostiziert, 
klassifiziert (FHC) . Familien mit Individuen ohne 
Xanthome sowie Triglyzeridwerten ^ 3.7 mmol/L wurden als 
familiSLr-kombinierte Hyper lipidSmie (FCH) bezeichnet. 

25 Insgesamt 298 Personen stammten aus der "Study on J ^he mo- 
lecular basis of Triggers Activating a Rise in Triglyce- 
rides and cholesterol in Endocrinological and Renal Di- 
seases" (STARTER) . Ein Kollektiv von 130 Personen mit 
biochemisch best&tigtem Diabetes mellitus (Nttchter.. 

30 Plasma-Glukosewerte > 7.8 mmol/L) (DIA) , 78 Individuen 
mit Hypothyreose und 14 Individuen mit Niereninsuf f izienz 
(Kreatinin Clearance < 50ml/min) (RIN) wurden in die Stu- 
die eingeschlossen. Bei alien Personen wurden mindestens 
Alter, Geschlecht und Gesamtcholesterinkonzentrationen 

35 ohne lipidsenkende Behandlung und die klinische bzw. mo- 
lekularbiologische Diagnose erf asst. Mit Ausnahme der 
SPREAD Studie wurden die Personen zusatzlich ausftthrlich 
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klinisch charakterisiert . In der IDA, BMC, SIBSHIP und 
STARTER Studie wurden Gr6sse, Gewicht, Body-Mass -Index, 
Blutdruck, das Vorhandensein oder Fehlen von klinischen 
Anzeichen der Hypercholesterinamie { Sehnenxanthome , Xan- 
5 thelasmen und Arcus lipoides) und Zeichen und Symptome 
von koronarer Herzkrankheit , zerebrovaskularen Erkrankun- 
gen und peripher-arterieller Verschlusskrankheit , sowie 
biochemische Parameter wie Plasmakonzentrationen von Ge- 
samtcholesterin, LDL-Cholesterin, HDL-Cholesterin, 

10 Triglyceride und Schilddrtisen-stimulierendes Hormon (TSH) 
bestimmt. Die Dokumentation beinhaltete auch die pers6n- 
liche Anamnese einer koronaren Herzkrankheit, einer zere- 
brovaskularen Erkrankung, einer peripher-arteriellen Ver- 
schlusskrankheit, einer Schilddrusenerkrankung, eines 

15 Diabetes mellitus, das Ausmass von Alkohol- und Zigaret- 
tenkonsum (in pack years) und, in den SIBSHIP- und 
STARTER -Studi en, eine ausftthrliche Familiengeschichte mit 
zusatzlichen Lipoproteinanalysen (z.B. Lipoprotein (a) 
[Lp(a)], Apolipoprotein B etc.). Bei alien diesen Perso- 

20 nen wurden die Proben fur die weiteren Tests anonymi- 
siert . 



Material 

25 

Es wurden Thermus aquaticus DNA Polymerase 
und Desoxynukleotide von Perkin Elmer Cetus Corporation 
(Norwalk, CT, USA) und von Qiagen (Milden, Deutschland) 
verwendet. Die Restriktionsendonukleasen waren von New 

30 England Biolabs Inc. (Beverly, MA, USA) und vorgef&rbte 
Protein-Molekulargewichts-Marker und DNA-Molekular- 
gewichts -Marker von Roche Diagnostics (Basel, Schweiz) . 
Die verwendeten Oligonukleotide wurden durch die Micro- 
synth Inc. (Balgach, Schweiz) synthetisiert . Die DNA wur- 

35 de in 200 ul Reaktionsgef assen mittels PCR Maschinen von i 
Perkin Elmer (GeneAmp® PCR-System 9700) und Stratagene 
(RoboCycler® Gradient 96 temperature cycler, Stratagene, 
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La Jolla, CA, USA) amplif iziert . Es wurde Agarose von 
BioRad (Irvines, CA, USA) und Polyacrylamid (Acrylamid: 
Bisacrylamid 37.5:1) von Oncor Inc. (Gaithersburg, MD, 
USA) verwendet. Vorgegossene GMA™ Wide Mini S-50 Gele und 
5 Spreadex EL 300 Wide Mini S-100 Gele wurden von Elchrom 
Scientific (Cham, Schweiz) gekauft. Vorgegossene Gele fur 
die Polyacrylamidgelelektrophorese (Ready Gels 10%) varen 
von BioRad. [0t- 32 P] dCTP und Hybond-C Extra-Nitrozellu- 
lose-Membranen waren von Amersham International (Bucking- 
10 hamshire, UK) . DH5ct Bakterien und lkb-DNA-Leitern waren 
von GIBCO BRL, Life Technologies (Paisley, UK); QIAmp 96 
DNA blood-Kits, Genomic tip-Kits, QIAquick Extraktions- 
und PCR Purifikations-Kits, QIAprep Spin Miniprep-Kits 
und QIAGEN Plasmid Midi-Kits waren von Qiagen. 

15 

Methoden 

Die in die Studie eingeschlossenen Individuen 

20 wurden fur zwei bekannte DNA-Polymorphismen im Apolipo- 
protein E-Gen, die beide einen Aminos&urenaustausch be- 
wirken (C112R, R158C) , eine in der Schweizer Bevdlkerung 
mit hoher Pravalenz vorkommende DNA-Mutation im Apolipo- 
protein B-100 Gen, die einen Aminosaurenaustausch 

25 (R3'500Q) verursacht, fur einen neuen DNA-Polymorphismus 
im SREBP-l-Gen (G1028G) , der zu keinem Aminos£ureaus- 
tausch fiihrt, und fur einen neuen Polymorphismus im 
SREBP-2-Gen, der zu einem Aminosaureaustausch (A595G) 
fiihrt, getestet. Eine Untergruppe dieser Personen, bei 

30 denen weitere Familienmitglieder mit Hypercholesterin&nie 
untersucht wurden (SIPSHIP Studie) , wurde auf das Vorhan- 
densein von DNA-Restriktions-FragmentlSngen-Polymorphis- 
men im LDL-Rezeptor-Gen untersucht, was die Durchftihrung 
von Kosegregationsstudien zur Bestatigung von LDL- Rezep- 

35 tordefekten erlaubte. Individuen aus der SIPSHIP Studie 
wurden zusatzlich systematisch fur Mutationen im LDLR-Gen 
getestet. 
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1. Lipoprotein Analysen 

Niichtern-Blutproben wurden von alien Perso- 
nen, die in die Studie eingeschlossen wurden, abgenommen. 
5 Lipid- und Lipoproteinanalysen wurden am Zentrallaborato- 
rium der Universitatskliniken Basel durchgeftihrt , mit 
Ausnahme einer Untergruppe aus der SIPSHIP Studie mit fa- 
miliaren Formen von Hyperlipoproteinamien, die bei Stu- 
dieneintritt bereits behandelt waren und bei denen eine 

10 Auswaschperiode aufgrund ethischer Ueberlegungen nicht 
durchgefuhrt wurde. In dieser Untergruppe von Patienten 
wurden die Gesamtcholesterinkonzentrationen im Zentralla- 
bor vor Beginn der medikamentosen Behandlung (pre treat- 
ment TO bestimmt, ode* die teilweise in anderen Labora- 

15 torien bestimmten Gesamtcholesterinkonzentrationen vor 
Behandlung wurden von ihren behandelnden HausSrzten er- 
fragt und in die Analyse aufgenommen. LDL-Cholesterin 
(LDLC) wurde mittels Heparin pr&zipitiert (Merck, Darm- 
stadt, Deutschland) und mit Hilfe der Friedewald-Formel 

20 errechnet. HDL-Cholesterin (HDLC) wurde prSzipitiert mit- 
tels Phosphor-Wolfram- S&ure und Magnesium- 1 onen (Roche 
Diagnostics) . Gesamtcholesterin (TC) , LDLC und HDLC Plas- 
makonzentrationen wurden mittels der enzymatischen kolo- 
rimetrischen Cholesterin 4-Aminophenazon (PAP) - Methode 

25 von Roche Diagnostics auf einem Hitachi analyzer, Modell 
737, gemessen. 

2. DNA-Extraktionsmethode 

30 

Genomische Gesamt-DNA der in die Studie ein- 
geschlossenen Personen wurde aus weissen Blutzellen mit 
Hilfe der Aussalzmethode (1) , mit den frtiher beschriebenen 
Modifikationen(2) , oder mittels der QIAmp™ 96 DNA blood- 
35 Kits von Qiagen extrahiert. 
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3 . Einzel-Strang-Konformations-Polymorphismus 

(SSCP) 



a) Radioaktive Methods 

5 

Urn LDL-Rezeptorgen-Mutationen nachzuweisen 
wurden alle 18 Exons des LDL-Rezeptor-Gens mittels der 
von Hobbs et al . (3)publizierten Oligonukleotide amplifi- 
ziert . 

10 Zur Vervielfaltigung von Exon 18c des SREBP- 

1-Gens inklusive der Exon-/Intron-Grenzen, urn auch 
Spleiss-Mutationen zu entdecken, wurde das folgende Paar 
von Oligonukleotiden verwendet: S1.18cF (Seq. Id. Nr. 9): 
5 ' -TTATTTATAATCTGGGTTTTGTGTC-3 ' und S1.18cR (Seq. Id. Nr. 

15 10): 5 ' -GGGAAGAGCTAAGTTAAAAGTTGTG-3 ' . Urn Exon 10 des 

SREBP-2-Gens inklusive dessen Exon-/Intron-Grenzen zu am- 
plifizieren wurden die Oligonukleotide EcoRI S2.10F (Seq. 
Id. Nr. 15): 5 ' -CGGAATTCGCCAGTGACCATTAACACCTTTTGA- 3 ' und 
EcoRI S2.10R (Seq. Id. Nr. 16): 5'- 

20 CGGAATTCTGCAGCAAGCCAGTCATCAGCAGCT-3 ' verwendet. Die PCR 
wurde in einem Endvolumen von 6ul in Ix PCR Puffer (Per- 
kin Elmer) unter Verwendung von 1.0 U Tag Polymerase 
(Qiagen) , 74 kBq [a- 32 P] dCTP (Amersham) mit einer Endkon- 
zentration von 1.5 mM MgCl 2/ 420 uM jeder der vier dNTP 

25 (Qiagen) und 8.3 uM jeder der beiden Oligonukleotide 
durchgef uhrt . 

Fur SSCP des LDL-Rezeptor-Gens wurde genomi- 
sche DNA (200ng) unter den folgenden PCR Bedingungen am- 
plifiziert: 95°C, 180 Sek. (1 Zyklus) ; 95°C, 45 Sek.; 

30 SS^'C, 30 3ek.; 72°C, 120 Sek. (29 Zyklen) . Fttr SSCP der 
SREBP-1 und SREBP-2 Gene wurden 200ng genomischer DNA wie 
folgt PCR amplifiziert: 95°C, 180 Sek. (1 Zyklus); 95°C / 
60 Sek.; 58°C, 30 Sek.; 72°C, 60 Sek. (30 Zyklen). An- 
schliessend an die PCR wurden 25 yl Denaturierungs-Puf f er 

35 (95 % Formamid, 0.05 % Bromphenolblau, 0.05 % Xylencya- 
nol, 20 mM EDTA) der PCR Mischung zugegeben. Nach 5 Minu- 
ten Denaturierung bei 95°C wurden 6 ]il der Mischung auf 
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ein 7 % Polyacrylamidgel (Acrylamid: Bisacrylamid Mi- 
schung 37.5:1), 2x TBE, 1.37 M Glyzerol, Geldicke 0;75 
mm) geladen und das Gel wurde in lx TBE Puffer bei 4°C in 
einem Kiihlraum oder bei Raumtemperatur bei 15-20 V/cm filr 
5 12-16 Stunden laufen gelassen. Danach wurde das Gel mit 
Hilfe eines Vakuumtrockners bei 80 °C eine Stunde lang ge- 
trocknet und Kodak X-OMAT AR Filme wurden bei Raumtempe- 
ratur 3-36 Stunden belichtet. 

10 

b) Nicht-radiociirtive Methode 

Zur nicht-radioe v .tiven Identif izierung von 
Sequenzvariationen in Exon 10 des SREBP-2 Gens inklusive 

15 seiner Exon-/Intron-Grenzen wurden die Oligonuklectide 

EcoR I S2.10F und Eco R I S2.10R verwendet. Die PCR wurde 
in einem Endvolumen von 11 \xl in lx PCR Puffer (Qiagen) 
unter Verwendung von 1.0 U Taq Polymerase (Qiagen) und 
Endkonzentrationen von 1.5 mM MgCl 2 , 909 pM jeder der 

20 vier dNTP (Qiagen), und 4.6 yM jeder der beiden Oligonu- 
kleotide durchgef uhrt . Genomische DNA (lOOng) wurde unter 
den folgenden Bedingungen amplif iziert : 95°C, 180 Sek. (1 
Zyklus); 95°C, 60 Sek.; 58°C, 30 Sek; 72°C, 60 Sek. (29 
Zyklen) . Anschliessend an die PCR wurden 25 til Denaturie- 

25 rungs- bzw. Lade-Puffer (97 % Formamid, 0.05 % Bromphe- 
nolblau; 0.05 % Xylencyanol, lOmM NaOH) der PCR Mischung 
zugegeben. Nach 5 Minuten Denaturierung bei 92 °C und so- 
fortiger Abkuhlung auf Eis fiir 10 Minuten wurden 6 ]il der 
Mischung auf Elchrom GMA Wide Mini S-50 Gele geladen und 

30 mit lx TAE Puffer (Puffer Temperatur 9°C) bei 6 V/cm in 
einer Elchrom Sea 2000 Elektrophorese Kammer fxir 14 Stun- 
den laufen gelassen. Nach Entfernung des Stiitzplastiks 
wurde das Gel 40 Minuten lang in 50 ml SYBR® Gold (Ar- 
beitslosung nach Angaben des Herstellers Molecular Pro- 

35 bes) in 0.75 x Standard TAE Puffer (4) auf einem Schtitt- 
ler gefarbt. Nach 40-minvitiger Entf^rbung in 100 ml de- 
stilliertem Wasser auf einer Schuttelmaschine wurde das 
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Gel analysiert mittels 302 run UV Durchleuchtung und unter 
Verwendung eines Gel Doc 1000 Systems von BioRad digita- 
lisiert . 

5 

4. Sequenzierung von LDL-Rezeptor-Gen- 
Mutationen und SREBP-1, Exon 18c, und SREBP-2, Exon 10, - 
Mutationen 

Die entdeckten Sequenzvariationen wurden wei- 

10 ter analysiert mittels Subklonierung amplif izierter Exone 
und anschlies sender Sequenzierung des Inserts. Beim LDL- 
Rezeptor-Gen wurde die PCR-Amplif izierung der entspre- 
chenden Exone mittels der cben beschriebenen Oligonukleo- 
tide durchgefuhrt (3) . Im SREBP-l-Gen wurde die PCR- 

15 Amplif ikation des Exon 18c mittels Oligonukleotiden, die 
zusatzliche EcoR I-Schnittstellen besassen, durchgefuhrt; 
EcoR I.S1.18cF (Seq. Id. Nr. !1): 5'- 
CGGAATTCTGAAATTATTTATAATCTGGG . TTTGTGTC «3 ' und EcoR 
I. SI. 18cR ( Seq . Id . Nr '. 12 ) : 5 ' -CGGAATTCATCGGGGAAGAGCTAAG 

20 TTAAAAGTTGTG - 3 ' . Im SREBP-2 Gen wurde die PCR Amplif ika- 
tion des Exon 10 mittels EcoR I S2.10F: und EcoR I 
S2.10R: durchgefuhrt. 

Die Amplif ikationsreaktionen wurden in einem 
Endvolumen von 50 \xl mit lx PCR Puffer (Qiagen) unter 

25 Verwendung von 2.5 U Tag Polymerase (Qiagen) und Endkon- 
zentrationen von 1.5 mM MgCl 2 , 500 pM jeder der dNTP 
(Qiagen) und 2.0 uM jeder der beiden Oligonukleotide aus- 
gefuhrt. Die folgenden Temperaturen wurden mittels eines 
Robocyclers erreicht: 95°C, 45 Sek.; 58°C, 30 Sek.; 72°C / 

30 45 Sek. (30 Zyklen) . Die amplif izierten Fragmente (50 ]xl) 
wurden auf ein 1 % Agarosegel, das 0.6 ug/ml Ethidiumbro- 
mid enthielt, geladen, ausgeschnitten und mittels des 
C"Aquick™ Extraktions-Kits (Qiagen) gereinigt. Das DNA- 
f ragment wurde mit 20 U EcoR I fttr mindestens 3 Stunden 

35 verdaut und mit Hilfe des QIAquick™ PCR Purif ikations- 

Kits gereinigt. Der Vektor pcDNA 3.1 His A (3-5 ug) wurde 
mit 40 U EcoR I fiir drei Stunden verdaut. Im Anschluss 
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daran wurden 20 U Kalb-Intestinal-Peptid (Roche Diagno- 
stics) dazugegeben und fur 1 Stunde bei 37°C inkubiert. 
Der Vektor wurde mit dem QIAquick™ PCR Purif ikations-Kit 
gereinigt und mit 50 ul Wasser eluiert. Die Ligation wur- 
5 de mittels des Ligations-Kits von Takara durchgefuhrt • 
Das gereinigte PCR Produkt (4 und der gereinigte 

pcDNA3.1 His A Vektor (1 wurden entsprechend den Emp- 

fehlungen des Herstellers ligiert und in E.Coli DH5a Bak- 
terien (Life Technologies) mittels der Hitzeschockmethode 

10 (42°C fur 45 Sek.) transf ormiert . Von Personen mit dem 
Wildtyp, gemass den SSCP Resultaten, und von Personen mit 
der Sequenzvariation wurden 5-7 Kolonien ausgewahlt und 
in 10 \xl Wasser resuspendiert . Die Genotypisierung zur 
Festlegung des Vorhandenseins der Sequenzvariation wurde 

15 mit 2 ul der Bakteriensuspension und SSCP-Methoden, wie 
oben beschrieben, durchgefiihrt . UnabhSngige Klone jeder 
der zwei Zustande (Wildtyp/Mutation) aus zwei unabhangi- 
gen PCR wurden sequenziert. Die DNA- Sequenzierung wurde 
durch die Microsynth AG durchgefuhrt mittels der Dideoxy- 

20 Ketten-Terminations-Methode. Urn die Klone zu expandieren 
wurden 5 ul der ubriggebliebenen Suspension zu 3 ml LB 
Medium, das 100 ug/ml Ampicillin enthielt, gegeben und 
uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Von 1.5 ml der Bakterien- 
suspension wurde die Plasmid-DNA gereinigt unter Verwen- 

25 dung des QIAprep™ Spin Miniprep-Kits (Qiagen) . 

5. Test auf Apolipoprotein E-Mutationen, die 
die Plasjoacholesterin-konzentration beelnf lussen 

30 

Die beiden hauf igen Apolipoprotein E Ami- 
nosaurepolymorphismen C112R und R158C wurden mittels PCR 
Amplif ikation und anschlies sender Verdauung mit Hha 1 
bzw. des Isoschizomers Cfo I nach dem Protokoll von Hix- 
35 son und Vernier (5) identif iziert . 



WO 01/04352 



32 



PCT/IBOO/00918 



6. Test auf Apolipoprotein B-Mutationen, die 
die Plasmacholesterin-konzentration beeinf lussen 

Drei unterschiedliche molekularbiologische 
5 Methoden wurden verwendet, um Mutationen zu suchen, d/.e 
zu einem Aminosaureaustausch an Position 3 '500 des A- i- 
poprotein B-Gens fuhren. Proben von Personen aus der 
SREAD Studie (2) mit Gesamtcholesterinkonzentrationen < 
4,5 mmol/L wurden gepoolt (25 Proben) und mittels der Me- 

10 thoden von Ruzicka et al., 1992 (6) und von Schuster et 

al. (7) auf Mutationen getestet. Personen mit Gesamtchole- 
sterinkonzentrationen > 4,5 mmol/L und positive Pools aus 
der SPREAD Studie, als auch alle anderen Proben, die bis 
1996 untersucht wurden, wurden einzeln mittels allelspe- 

15 zifischer, asymmetrischer PCR, wie oben beschrieben (2), 
getestet. Von 1996 an wurde diese Methode durch eine si- 
te-directed Mutagenese-PCR-Technik, die eine Msp I Re- 
striktionsschnittstelle bei Wildtypproben einfiihrt, er- 
setzt. Die darauf folgende Verdauung mit Msp 1(8) ermSg- 

20 lichte die Identif izierung von Patienten mit der R3'500Q 
Mutation. 



7. Methoden zur 
25 Exon 18c, und SREBP-2 , Exon 
Restriktionsenzymverdauung 



Identifikation der SREBP-1, 
10, -Polymorphismen mittels 



Im SREBP-1 Gen wurde das gesamte Exon 18c 
mittels des Primerpaars S1.18cF und S1.18cR amplif iziert ; 

30 Exon 18c enthalt den Polymorphismus , der eine variable 
Xmn I Schnittstelle generiert. Im SREBP-2 Gen wurde le- 
diglich der 5' Teil des Exon 10 amplif iziert, der den Po- 
lymorphismus enthalt, der eine variable Msp I Restrikti- 
ons-schnittstelle generiert. Auf diese Weise wurde ver- 

35 hinder t, dass weitere Msp I-Schnittstellen amplif iziert 
wurden, und ein komplexes Restriktionsmuster wurde ver- 
mieden. Beim SREBP-2 Gen wurden die folgenden Oligonu- 
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kleotide verwendet: S2.10P.F (Seq. Id. Nr. 13):5'~ 
GCCAGTGACCATTAACACCTTTTGA-3 ' und S2.10P.R (Seq. Id. Nr. 
14 ) : 5 ' -TCGTCTTCAAAGCCTGCCTCAGTGGCTGGC-3 ' . 

Zur Darstellung des SREBP-l-Polymorphismus 
5 wurden 80 ng genomischer DNA von den untersuchten Perso- 
nen unter den nachf olgenden PCR Bedingungen amplif iziert : 
95°C, 240 Sek. (1 Zyklus) ; 95°C, 60 Sek.; 55°C / 60 Sek. ; 
72°C, 90 Sek. (33 Zyklen) . In einem Gesamtvolumen von 25 
Ul wurden 2.0 yM von jedem der beiden Oligonukleotide, 

10 400 ]M jeder der dNTP (Qiagen) , lx PCR Puffer (1.5 mM 

MgCl2 Endkonzentration, Perkin Elmer) und 0.6 U Tag Poly- 
merase (Qiagen) gemischt. Vom nicht-gereinigten Amplikon 
wurden 20 ul in lx NE Puffer mittels 16-32 U Xmn I (New 
England Laboratories), 0.2 ]il lOmg/ml BSA und einer Inku- 

15 bationstemperatur von 37°C fur 5 Stunden verdaut. 

Zur Darstellung des SREBP-2 Polymorphismus 
wurden ca. 100 ng genomischer DNA mittels PCR unter den 
folgenden Bedingungen amplif iziert : 95°C, 30 Sek.; 58°C, 
30 Sek; 72°C, 90 Sek. (30 Zyklen) . In einem Gesamtvolumen 

20 von 25 ul wurden 1.37 yM von jedem der beiden Oligonu- 
kleotide, 390 pM jeder der dNTP (Qiagen), lx PCR Puffer 
(1.5 mM MgCl2 Endkonzentration, Perkin Elmer) und 0.75 U 
Tag Polymerase (Qiagen) gemischt. Vom resultierenden Am- 
plikon wurden 20 ul in lx NE Puffer mittels 16 U Msp I 

25 und einer Inkubations tempera tur von 37°C ftir 5 Stunden 
verdaut. Zur Identif ikation der zwei Polymorphismen wur- 
den 6-8 ul der verdauten Reaktionsgemische auf 10 % Po- 
lyacrylamid Ready Gele (BioRad) geladen und mit lx TBE 
Puffer bei Raumtemperatur *uf 18-22 V/cm ftir 25-35 Minu- 

30 ten laufen gelassen. Die Gele wurden daraufhin in einer 
50 ml 0.5 ]ig/ml Ethidiumbromid-Losung fur 5 Minuten ge- 
f&rbt und mittels eines Gel Doc 1000 Systems von BioRad 
bei einer Wellenlange von 302 run UV Licht digitalisiert . 
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8. Untersuchung auf LDL-Rezeptor-Mutationen 
als Ursache fiir erhdhte Plasmacholesterin-Konzentrationen 

Bei einer Untergruppe von 48 Personen wurde 
die klinische Diagnose einer familiaren Hypercholeste- 
rin&mie aufgrund eines LDL-Rezeptor Defektes bestatigt 
mittels Kosegregationsstudien unter Verwendung von 10 
verschiedenen RFLP im LDL-Rezeptorgen (9,10). Bei 110 von 
insgesamt 446 Familien wurden alle Exone des LDL- 
Rezeptorgens mittels SSCP (radioaktive Methode) und der 
publizierten Oligonukleotide (3) untersucht. Bei 22 Fami- 
lien wurde das Vorhandensein von LDL-Rezeptor Mutationen 
durch Subklonieren und Seguenzieren von Exonen, die Se- 
quenzvariationen aufwiesen, bestatigt. 

9. Statistische Analyse: Populationsgenetik 

Die Daten des Geneva Survey, einer Studie bei 
20 Schulkindern (13) und Daten aus der Swiss MONICA Studie 
(3,341 Individuen eingeschlossen (14)), wurden verwendet, 
um alters- und geschlechtsspezif ische 90-er Perzentilen 
fur Gesamtcholesterin und Triglyzeride in der Schweiz zu 
generieren. Alle Berechnungen wurden auf Mackintosh G3 
25 Computern unter Verwendung der FileMaker® Datenbank 

CARDIOFILE, der StatView® und SuperANOVA® Programme ausge- 
fiihrt . 

Individuen mit Plasmacholesterin- 
Konzentrationen unter der 90-er Perzentile wurden als 

30 normochol ester in£misch (NC) bezeichnet, Individuen mit 
Gesamtcholesterin-konzentrationen tiber der 90-er Perzen- 
tile als hypercholesterin&misch (HC) . Bei beiden Gruppen 
wurde der Einfluss des Vorhandenseins der Apo E Mutatio- 
nen C112R, R158C, und der neuen Aminosaurepolymorphismen 

35 im SREBP-2 Gen (A595G) und im SREBP-1 Gen (G1028G) mit 
Hilfe multivariater Testverf ahren bestimmt. 



10 



15 
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10. Auswertung der nach obigen Angabon erhal- 
tenen Resultate 



5 10.1 Assoziation zwischen Polymorph! smen in 

den SREBP-1 und -2 Genen mit Plasma- cholesterinkonzen- 
trationen 



10 10. 1.1. Nachweis von Mutationen In den SRKBP- 

1 and -2 Genen mit PIC-Werten iiber 0.25 

Ein Personenkollektiv wurde auf das Vorhan- 
densein von Sequenzvariationen mittels der Einzelstrang- 

15 Konf ormation-Polymorphismus-Methode (SSCP) untersucht . 

Ziel war der Nachweis von Polymorphismen, deren Vorkommen 
eine HSufigkeit erreicht, dass populationsgenetische Un- 
tersuchungen vorgenommen werden kGnnen. Dazu wurde ein 
Polymorphismusinformationsgehalt (PIC) - Wert von tiber 

20 0.25 festgelegt. Die zwei durch die Einzelstrang- 

Konformation-Polymorphismus-Methode nachgewiesenen Se- 
quenzvariationen, die eine im Exon 18c des SREBP-1 Gens 
und die andere im Exon 10 des SREBP-2 Gens, erfiillen die- 
se Bedingung und wurden deshalb weitergehend charakteri- 

25 siert. Exon 18c des SREBP-1 Gens und Exon 10 des SREBP-2 
Gens von Personen, die die entsprechenden, vom Wildtyp 
abweichenden SSCP - Muster aufwiesen, wurden amplifi- 
ziert. Diese Exonsequenzen wurden subkloniert und sequen- 
ziert . 

30 Figur 1A zeigc das Chromatogramm einer Per- 

son, die Trager eines DNA Polymorphismus an AminosSurepo- 
sition 1028 im Exon 18c des SREBP-1 Gens (G1028G) ist. 
Figur IB zeigt das Chromatogramm einer Person, bei der 
ein DNA Polymorphismus, der zu einem AminoscLureaustausch 

35 an Position 595 im SREBP-2 Gen fuhrt (A595G) , nachgewie- 
sen wurde. 
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Im SREBP-1 Gen fand sich eine Basensubstitu- 
tion C G im Exon 18c. Diese Basensubstitution ftihrt 
nicht zu einem Aminosaureaustausch, generiert aber eine 
Xmn I Restriktionsschnittstelle (Figur 1A) . Im SREBP-2 
Gen wurde eine Basensubstitution C -» G entdeckt. Diese 
Basensubstitution fuhrt zu einem Austausch von Alanin zu 
Glycin in der Aminosauresequenz und generiert eine zu- 
satzliche Restriktionsschnittstelle Msp I (Figur 1) . 

Die entsprechenden PIC - Werte, die aus alien 
eingeschlossenen Personen mit Ausnahme der verwandten In- 
di^xduen aus der SIBSHIP Studie (N=2'446) errechnet wur- 
den, betrugen 0.368 fur den SREBP-1 -Genpolymorphismus und 
0.300 fur den SREBP-2- Genpolymorphismus . Urn grossere 
Kollektive hinsichtlich dieser Polymorphismen screenen zu 
konnen, wurde fur jeden der beiden Polymorphismen eine 
Methode entwickelt, die auf einer PCR Amplif ikation des 
entsprechenden DNA Abschnitts und darauf f olgender Re- 
striktionsenzymverdauung beruht (Figur 2) . Weder der 
G1028G Polymorphismus noch der A595G Polymorphismus wi- 
chen signifikant vom Hardy - Weinberg Gleichgewicht ab 
(P>0.70 bzw. P> 0.10, wenn ein rezessiver Effekt zugrunde 
gelegt wurde) . Bei HeLa Zellen wurde der G1028G Polymor- 
phismus nur auf einem der beiden Allele entdeckt (hetero- 
zygot hinsichtlich des G1028G Polymorphismus (12)). Die 
A595G Mutation konnte bei HeLa Zellen nicht nachgewiesen 
werden (homozygot hinsichtlich des A595A Polymorphismus 
(ID). 



10.1.2. Populat ionsgenetik 

Insgesamt wurden 3 f 078 Individuen untersucht; 
2600 Individuen, bei denen Gesamtcholesterinwerte ohne 
Behandlung gemessen wurden, wurden hinsichtlich der Muta- 
tionen und Polymorphismen in vier Genen getestet. Eine 
Untergruppe von 954 Personen setzte sich aus Zufalls- 
stichproben von Querschnittsuntersuchungen zusammen 
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(SPREAD, IDA) , 318 waren nicht verwandte Individuen aus 
der SIBSHIP Studie (eine nicht betroffene Person pro Fa- 
milie und alle Ehegatten, Schwager und SchwSgerinnen , die 
genetisch unverwandt waren (REL) ) . Insgesamt 871 Personen 
5 wurden aus Patientenkollektiven mit primaren und sekundS- 
ren Hyperlipoproteinamien eingeschlossen. Alle 3' 078 In- 
dividuen der Patienten- und Kontrollkollektive wurden auf 
das Vorhandensein der Mutation im Apo B-100 Gen, die zu 
einem Aminosaureaustausch bei Position 3 '500 fiihrt, gete- 

10 stet, urn Patienten mit FDB in Kontrollkollektiven und den 
Patientenkollektiven mit Hyperlipoproteinamien zu identi- 
fizieren. Urn Patienten mit famili&rer Dysbetalipoprotein- 
amie zu identif izieren, wurden alle 3*078 Individuen auf 
das Vorhandensein der Mutation im Apo E Gen bei Aminos&u- 

15 reposition 158 (E2 Allel) sowie auf das Vorhandensein der 
Mutation bei Position 112 (E4 Allel) untersucht. Das Vor- 
handensein von LDL-Rezeptor-Gendefekten ftthrt generell zu 
einem signif ikanten, d.h. zwei- oder dreifachen Anstieg 
der Gesamtcholesterinkonzentrationen, weshalb nur Patien- 

20 ten mit primaren Formen von Hyperlipoproteinamien und 
deutlich erhohten Gesamtcholesterinkonzentrationen auf 
das Vorhandensein dieser Mutationen hin untersucht wur- 
den. Tabelle 1 zeigt eine Uebersicht tiber die verschiede- 
nen Patienten- und Kontrollkollektive. Personen aus den 

25 Kontrollgruppen, die nachweislich unter bestimmten St6- 
rungen lit ten, die zu primaren bzw. sekundSren Formen von 
Hyper lipoproteinamie fuhren, wurden ebenfalls in die Pa- 
tient enko 11 ektive mit der entsprechenden Storung einge- 
schlossen. Somit ist die Summe der Personen aller Unter- 

30 gruppen gr6sser als die Anzahl der Individuen insgesamt 
(N=2'600). Tabelle 1 stratif iziert die Patienten- und 
Kontrollkollektive nach Individuen mit Gesamtcholesterin- 
konzentrationen unterhalb der 90er Perzentile (normocho- 
lesterinamisch, NC) und Individuen mit Gesamtcholesterin- 

35 konzentrationen oberhalb der 90er Perzentile (hyper- 
cholesterinamisch, HC) . 
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Die in Tabelle 1 aufgefiihrten Patienten- und 
Kontrollkollektive wurden auf das Vorhandensein des be- 
schriebenen Polymorphismus getestet mittels der oben er- 
lauterten Methoden (Screenen von Personenkollektiven mit 
hohem Durchsatz) . 

Drei weitere Gene wurden untersucht: das Apo 
E Gen (Aminos&urepolymorphismen C112R und R158C) , da; ?.po 
B-100 Gen (Mutation bei Amino saur epos it ion 3 '500, 
R3'500Q). Im LDL-Rezeptor-Gen wurden Mutationen, die zu 
familiarer HypercholesterinSmie fiihren, mittels SSCP, 
darauf folgender Amplif ikation der entsprechenden Exone, 
in denen Sequenzvariationen gefunden wurden, Subklonieren 
und Sequenzieren, identif iziert . 

Insgesamt o 078 Individuen wurden auf das 
Vorhandensein der Aminos&uresubstitution im Apo B Gen ge- 
testet (R3'500Q), sowie auf das Vorhandensein von zwei 
Aminosaurepolymorphismen im Apo E Gen (C112R oder E4 Al- 
lei, R158C oder E2 Allel), von denen bekannt ist, dass 
alle drei Mutationen die Plasmacholesterinkonzentration 
modif izieren. 

Ausserdem sind 2*600 Personen hinsichtlich 
eines neuen DNA Polymorphismus im SREBP-1 Gen (G1028G) 
untersucht worden, der als Marker benutzt wurde. Alle 
3*018 Personen wurden hinsichtlich eines neuen DNA Poly- 
morphismus im SREBP-2 Gen (A595G) getestet, der zu einem 
Aminosaureaustausch ftthrt. 

Bei diesen Personen wurden die Plasmare- 
samtcholesterinkonzentrationen gemessen. Von den 3*078 
eingeschlos^enen Personen nahmen 478 lipidsenkende Medi- 
kamente bei Studieneintritt ; Gesamtcholesterinkonzentra- 
tionen ohne Behandlung standen nicht zur Verftigung, wes- 
halb diese Personen von weiteren Untersuchungen ausge- 
schlossen wurden. Von den tibrigen 2 '600 Personen wurden 
dann, wie beschrieben, Plasmagesamtcholesterinkonzentra- 
tionen ohne Behandlung, standardisiert ftir ein Alter von 
50 Jahren, in die weitergehende Analyse aufgenommen. Ta- 
belle 2 fasst die Resultate der Pravalenz der beidjn Po- 
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lymorphismen in den entsprechenden Untergruppen der Pati- 
enten- und Kontrollkollektive sowie die gemittelten Ge- 
samtcholesterinkonzentrationen der verschiedenen Unter- 
gruppen im Verhaltnis zum Vorhandensein des Polymorphis- 
5 mus zusammen . 

Insgesamt zeigte sich ein hoch signif ikanter , 
cholesterinsenkender Effekt der A595G Mutation im SREBP-2 
Gen (Tabelle 2, N=2'600; P=0.0005). Dieser Effekt war 
noch ausgepragter, falls die homozygoten Trager der C112R 

10 Mutation im Apo E Gen (E4/E4) (N=107) von der Untersu- 
chung ausgeschlossen wurden (N=2'493; P<0.0001). Verwen- 
dete man nur genetisch unverwandte Personen fiir die Un- 
tersuchung, schloss also verwandte Personen aus der 
SIBSHIP Studie aus, sank die Wahrscheinlichkeit noch 

15 mehr, dass der Unterschied auf Zufall basierte (N=2'446 / 
P=0.0003). Figur 3 zeigt die Analyse des Kollektivs un- 
verwandter Personen (N=2'446), welches sich aus alien In- 
dividuen mit Ausnahme der genetisch verwandten aus der 
SIBSHIP Studie zusammensetzte, nach Stratif izierung hin- 

20 sichtlich verschiedener Kriterien. Figur 3A and B veran- 
schaulichen den Effekt der G1028G und A595G Polymorphis- 
men bei zuf&llig ausgewahlten Individuen. Zufallsstich- 
proben (als solche festgelegt) hinsichtlich Hyperchole- 
sterinamie waren die SPREAD und IDA Studien sowie die 

25 Kollektive unverwandter , nicht betroffener Individuen 
(REL) , und Personen, die aufgrund von moglichen Beein- 
trachtigungen der Gedachtnisf unktion (MCS) ausgewahlt 
wurden. Aufgrund des Vorhandenseins einer Hypercholeste- 
rin&mie wurden die restlichen Kollektive ausgewahlt 

30 (nicht zuf&llig) . Mittels Varianzanalysen (ANOVA, Schef f6 
Test) konnte ein signif ikanter Effekt fiir den G1028G Po- 
lymorphismus nachgewiesen werden, wenn das Kollektiv hin- 
sichtlich der Auswahlgruppe (zuf Sllig/nicht zufallig) 
stratif iziert wurde (P=0.0164). Ebenso konnte der Effekt 

35 in beiden Gruppen beziiglich der A595G Mutation gezeigt 
werden; ANOVA ergab eine Wahrscheinlichkeit, dass der Un- 
terschied auf Zufall basierte, von P<0.0001. Figuren 3C 
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und D zeigen die Stratif izierung hinsichtlich der 90er 
Percentile (NC, HC) . Beim G1028G Polymorphismus ergab 
sich ein signif ikanter Effekt unter Anwendung von ANC* 
(P=0.0088). Bei der A595G Mutation zeigte die Analyse 
nach Berucksichtigung des zusatzlichen Faktors ebenfalls 
eine Wahrscheinlichkkeit von P<0.0001. 

Ausserdem konnte der bekannte, cholesterinmo- 
difizierende Effekt der Apo E Gen Polymorphismen C112R 
(e4) und R158C (£2) im getesteten Untersuchungskollektiv 
gezeigt werden (N=2'600; P<0.0001). 

Figuren 3, E una F, verdeutlichen die Gen - 
Gen - Interaktionen zwischen Apo E und den SREBP-1 und -2 
Genen. Wurden alle 2' 600 Individuen in die Untersuchung 
eingeschlossen, war kein signif ikanter , cholesterinmodi - 
fizierender Effekt des G1028G Polymorphismus im SREBP-1 
Gen nachweisbar. Nach Einbeziehen der Effekte der Apo E 
Gene in der Analyse, war far den G1028G Polymorphismus 
der Unterschied zwischen der homozygoten Form des Poly- 
morphismus (22) und den anderen zwei Allelen (11/12) 
nicht <-ignifikant (2NOVA, P=0.0722). Wurden jedoch homo- 
zygot* jder heteroz ^te Trager der Apo E C 12R (e4) Mu- 
tation ausgeschloss (N=761), war der Effect des Fehlens 
des Wildtyp - Allels auf die Plasmagesamtcholesterinkon- 
zentrationen hoch signifikant (N=1'839; P<0.0001). Beim 
A595G Polymorphismus war der Unterschied zwischen der ho- 
mozygoten Form des Wildtyp (11) und der anderen beiden 
Allele (12/22) schon hoch signifikant (P=0.0002) nach 
Einbeziehen der Effekte der Apo E Gene in die Analyse. 
Wenn homozygote oder heterozygote Tr&ger der Apo E J112R 
(E4) Mutation ausgeschlossen wurden, sank die Wahrschein- 
lichkeit eines auf Zufall beruhenden Effekts weiter 
(P<0.0001) . 

Eine weitere Stratif izierung dez Kollektive 
hinsichtlich der zugrunde liegenden Storungen, die entwe- 
der eine primare oder sekundare Hypercholesterinamie ver- 
ursachen, ist in Tabelle 2 dargestellt. Die Resultate der 
Hauf igkeitsberechnungen der beiden Polymorphismen 
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(G1028G, A595G) entsprechend den verschiedenen Untergrup- 
pen finden sich in der ersten Zeile. Die Ergebnisse der 
gemittelten Gesamtcholesterinwerte ohne Behandlung in den 
verschiedenen Untergruppen, stratif iziert bezuglich des 
Vorhandenseins oder Fehlens der G1028G und A595G Polymor- 
phismen, werden in der zweiten Zeile gezeigt (Tabelle 2). 
In den Untergruppen mit prim&ren Hyperlipidamien hatte 
der Effekt der A595G Mutation statistische Relevanz in 
der Patientengruppe mit FDL (P=0.0020) und in der Patien- 
tengruppe mit primarer Hypercholesterin&nie (PHC) . Bei 
die^en Patienten waren Mutationen in den Apo E, Apo B und 
LDL Rezeptor Genen ausgeschlossen worden, obgleich ein 
autosomal -dominant oder -rezessiv vererbter Gendefekt als 
Ursache fur Hypercholesterinamie vermutet wurde. In dem 
letztgenannten Kollektiv war die Pr£valenz des Wildtyp 

(11) Allels signifikant hdher (9.38%) als in der Summe 
der anderen Kollektive (6.69%) (P=0.0328). 

Hinsichtlich der Kollektive mit sekundaren 
Hyper lipoprotein&mien (hierzu geh6ren sowohl als NC als 
auch als HC klassif izierte Personen) , konnte bei M&nnern 
mit Diabetes mellitus und normalen Plasmatriglyceridkon- 
zentrationen (TG<2 . 3mmol/L) ein signif ikanter Unterschied 
zwischen A595A (11) und A595G (12/22) positiven Individu- 
en festgestellt werden (P=0.0018). Bei 11.6% der Indivi- 
duen mit sekund&ren Hyperlipoproteinamien waren die Plas- 
matriglyceridkonzentrationen erhoht . 

Im SREBP-1 Gen betrug die Pr^valenz des Wild- 
typ Allels im homozygoten Zustand (11) 40.35%, die PrSva- 
lenz des G1028G Polymorphismus im heterozygoten Zustand 

(12) 45.62% und im homozygoten Zustand (22) 14.04% 
(N=2'600). Im SREBP-2 Gen war die Pravalenz des Wildtyps 
im homozygoten Zustand (11) 6.69%, die Pr&valenz der 
A595G Mutation im heterozygoten Zustand (12) 35.15% und 
im homozygoten Zustand (22) 58.15% (N=2'600). 

Urn den Effekt der entdeckten DNA- und Ami- 
nosaurepolymorphismen auf die Plasmagesamtcholesterinkon- 
zentrationen zu erklaren, wurden 3 '018 Individuen moleku- 
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largenetisch untersucht. Bei 2 '600 Personen konnten so- 
wohl demographische als auch klinische Daten erganzt wer- 
den mit Angaben zu Alter, Geschlecht, Gesamtcholesterin- 
konzentrationen ohne Behandlung mit lipidsenkenden Medi- 
kamenten zum Zeitpunkt der Cholesterinbestimmung, Genotyp 
hinsichtlich des Apo E Aminosaurepolymorphisms (C112R 
Oder e4 Allel, R158C oder e2 Allel), und zur Apo B100 Mu- 
tation, die zuerst als ursachlich far FDB (R3-500Q) ent- 
deckt wurde. Der R158C Aminosaurepolymorphismus hat im 
homozygoten Zustand einen cholesterinmodif izierenden Ef- 
fekt in der untersuchten Population (P<0.0001). Bei Per- 
sonen, die Trager der R3'500Q Mutation (FDB) sind, waren 
die Gesamtcholesterinkonzentrationen erhoht im Vergleich 
zu Personen ohne Apo B Defekt (P<0.0001). Bei Personen 
mit nachgewiesenen LDL Rezeptor Mutationen (FHM) waren 
die gemittelten Gesamtcholesterinkonzentrationen im Ver- 
gleich zu den Kontrollen erh6ht (P<0.0001). Insgesamt be- 
einflusst der im SREBP-1 Gen entdeckte DMA Polymorph! smus 
(G1028G) die Plasmagesamtcholesterinkonzentrationen bei 
dieser Personengruppe nicht signifikant. In Kombination 
mit dem Vorhandensein der Apo B R3'500Q Mutation war der 
G1028G (22) Polymorphisms jedoch signifikant mit einem 
Anstieg der Plasmacholesterin-Konzentrationen assoziiert 
(P=0.0097). Eine weitergehende Stratif izierung der a:- der 
Studie beteiligten F-rsonen entsprechend der zugrunde 
liegenden genetischen Stdrungen oder der klinischen Dia- 
gnose bestatigte den Effekt des neuen SREBP-2 Aminosaure- 
polymorphismus auf Plasmagesamtcholesterinkonzentrationen 
bei fast alien Gruppen, aber keiner der Unterschiede er- 
reichte statistische Signifikanz ausser bei der Patien- 
tengruppe mit familiarer Dysbetalipoproteinamie, FDL, und 
bei Personen, die an Hypercholesterinamie aufgrund unbe- 
kannter Gendefekte leiden (PHC) . 



10.2. Assoziation der A595G Mutation mit se- 
niler Demenz vom Alzheimer Typ 
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Ein anderes bemerkenswertes Resultat der vor- 
liegenden Studie ist die signifikante Differenz der Pr£- 
valenz des Wild-Typ Allels (A595A) verglichen mit der 
Aminos&uresubstitution (A595G) , beim Vergleich eines kli- 
nisch diagnostizierten Alzheimerpatientenkollektivs mit 
der Pravalenz in der Allgemeinbevolkerung (Tabelle 2, 
2.4% versus 7.0%; P= 0.0234). 

10*3. Assoziation des 610286 Polymorphisms 
mit einem £ehlenden Anstieg der Plasmalipid-Konzentration 
nach Gabe von Proteasehemmer bei HIV-Patienten 

Die Resultate betreffend PrSvalenzunterschie- 
de sind ebenfalls in Tabelle 2 dargestellt (P=0.0339). 
Figur 4 zeigt die prozentuale Aenderung der Plasmachole- 
sterinspiegel vor und nach Gabe von Proteasehemmern in 
Abhangigkeit vom G1028G Polymorphismus . 

11. Studie umfassend den Polymorphismus in 
Exon 6 von SREBP-2 

11.1. Grundlagen 

Probanden 

Es wurden insgesamt 1'081 Probanden aus den- 
selben Gruppen wie bereits oben ausgefiihrt (711 aus der 
SPREAD Studio, 346 aus der IDA-Studie sowie 24 aus einem 
prospektiv untersuchten Kollektiv von in Basel Verstorbe- 
nen (PATH-Studie) ) in diese Untersuchung aufgenommen. 

Material 

Neben den bereits beschriebenen Materialien 
wurde zus&tzlich das Restriktionsenzym Dde I (New England 
B i o 1 abs ) verwende t . 
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Methoden 

Die in die Studie eingeschlossenen Probanden 
wurden zusatzlich fur eine weitere Mutation im SREBP-2- 
Gen (Exon 6), die zu einem Aminosaureaustausch (R371K) 
fuhrt, getestet. 

Die SREBP-2 R371K Mutation wurde im wesentli- 
chen wie bereits beschrieben untersucht. Insbesondere 
wurde fur die Lipoprotein Analysen, die DNS- 
Extraktionsmethode sowie far die Bestimmung des Einzel- 
Strang-Konformations-Polymorphismus (SSCP) nach der 
nicht-radioaktive Methode wie oben beschrieben vorgegan- 
gen. 

11.2. Sequenzierung der SREBP-2, Exon 6- 

Mutation 

Diese wurde wie bereits beschrieben durchge- 
fuhrt, mit den folgenden Modif ikationen: Im SREBP-2 Gen 
wurde die PCR-Amplif ikation des Exons 6 mittels der Oli- 
gonukleotide EcoR I.S2.6F (Seq. Id. Nr. 17): 5'- 
CGGAATTCTGGTCTCACTGTGTTTTCACTCATC - 3 ' und EcoR I.S2.6R 
(Seq. Id. Nr. 18): 5 1 -CGGAATTCGCCAGGGCTGACAAGCCTTTTCTCA- 
3 1 durchgefiihrt. Die Amplif ikationsreaktion wurde in ei- 
nem Endvolumen von 50ul mit lx Puffer (Qiagen) unter Ver- 
wendung von 0.4 U Tag Polymerase (Qiagen) und Endkonzen- 
trationen von 3.5 mM MgCl 2 , 455 uM jeder der dNTP (Qia- 
gen) und 2.0 pM jeder der beiden Oligonukleotide bei den 
folgenden Temperaturen ausgefuhrt: 94°C (45 n ) ; 56°C 
(30-); 72°C (I'); 32 Zyklen. Die amplif izierten Fragmente 
wurden mittels Subklonierung und anschliessender Sequen- 
zierung des Inserts (wie bereits beschrieben) analysiert. 

11.3. Methoden zur Identif ikation der SREBP- 
2, Exon 6 -Mutation mittels Restriktionsenzynnrerdauung 

Zur Darstellung der SREBP-2 -Mutation (Exon 6, 
R371K) wurden ca. 100 ng genomischer DNS mittels der be- 
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reits oben beschriebenen Methoden unter Verwendung der 
Oligonukleotide EcoR I.S2.6F und EcoR I.S2.6R amplifi- 
ziert. 20ul wurden in Ix NE Puffer mittels 7 U Dde I und 
einer Inkubat ions temper a tur von 37°C fur 5 Stunden ver- 
5 daut. Zu dem verdauten Reaktionsgemisch wurden 4jil 5x 
nicht-denaturierender Ladepuffer (Elchrom) dazugegeben. 
7ul dieser Mischung wurden auf Spreadex Wide-Mini S-100 
Gele (Elchrom) geladen, bei 55°C auf lOV/cm fur 25-45 Mi- 
nuten laufen gelassen, mit Ethidiumbromid gef&rbt (40 Mi- 
10 nuten) , entfarbt mit destilliertem Wasser (40 Minuten) , 
und mittels eines Gel Doc 10 GO Systems digitalisiert . 



11.4. Statistischo Methoden 

Zum Vergleich der Pravalenzen von Sequenzva- 
15 riationen in den SREBP-1 und -2 Genen wurde der Chi- 
Quadrat-Test angewandt. 

11.5. Auswertung der nach obigen Angaben er- 
haltenen Resultate 

20 Der Altersmedian bei den 698 Probanden der 

SPREAD-Studie betrug 20.5 Jahre (Altersbereich 18.8 - 
43,7 Jahre), der Altersmedian bei den 370 Probanden der 
IDA-Studie 74.5 Jahre (Altersbereich 47.0 - 95.4 Jahre). 
Der Vergleich der zwei Gruppen von Probanden, die nicht 

25 selektioniert, aber unterschiedlichen Alters waren, ^eig- 
te statistisch signifikante Unterschiede im Vorhandensein 
von SREBP-1 und SREBP-2 Mutationen. 

Die Pr&valenz des Fehlens des SREBP-lc-G1028G 
Polymorphismus in homozygoter Form (d.h. Genotyp 11 Z 1 ^) 

30 bei den Probanden der SPREAD Studie betrug 622/711 (87.5 
%) gegeniiber nurmehr 304/367 (82.8%) bei den Probanden 
der IDA/PATH Studie. Dies ergibt einen Unterschied von 
absolut -4.7% (bzw. relativ -5.4%) mit einem P-Wert von 
0.038 (Chi-Quadrat Test). 

35 Die Pravalenz des Fehlens des SREBP-2 A595G 

Polymorphismus in homozygoter Form (d.h. Genotyp 11/12) 
bei den Probanden der SPREAD Studie betrug 305/711 
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(43,0%) gegenuber nurmehr 135/370 (36.5%) bei den Proban- 
den der IDA/PATH Studie. Dies ergibt einen Unterschied 
von absolut -6.8% (bzw. relativ -15.1%) mit einem P-Wert 
von 0.041. 

Die PrSvalenz der SREBP-2 R371K Mutation bei 
den Probanden der SPREAD Studie betrug 19/698 (2.7%) ge- 
geniiber nurmehr 3/370 (0.8%) bei den Probanden der 
IDA/PATH Studie. Dies ergibt einen Unterschied von abso- 
lut -1.9 (bzw. relativ -70.4%) mit einem P-Wert von 
0.036. 

11.6. Diskussion 

Die Unterschiede in den Pravalenzen in den 
Gruppen von jungeren bzw. alteren Probanden kfcnnen nur 
durch Unterschiede in der Mortal it^t erkiart werden, da 
beide Stichproben aus derselben Bevolkerung gezogen wur- 
den. 

Bei der IDA/PATH-Studienpopulation mit einem 
Altersmedian von 74.5 Jahren sind demnach bereits zahl- 
reiche Probanden verstorben, die Tr&ger des SREBP-2 
01*0280 Genotyps 11/12 sind: 316 Trager wurden in dieser 
Gruppe aufgrund der Daten der SPREAD-Studie erwartet, 
aber nur 304 Probanden wurden mit diesem Genotyp (11/12) 
beobachtet, 12 Probanden fehlen demnach in dieser Gruppe. 

Dasselbe gilt fur die Trager des SREBP-2 
A595G Genotyps 11/12: 159 Trager wurden in dieser Gruppe 
aufgrund der Daten der SPREAD-Studie erwartet, aber nur 
135 Probanden wurden mit diesem Genotyp (11/12) beobach- 
tet, 24 Probanden fehlen demnach in dieser Gruppe. 

Ebenfalls gilt dies fttr die selteneren Trager 
der SREBP-2 R37lK-Mutation: 10 Trager wurden in dieser 
Gruppe aufgrund der Daten der SPREAD-Studie erwartet, 
aber nur 3 Probanden wurden mit dieser Mutation beobach- 
tet, 7 Probanden fehlen demnach in dieser Gruppe. 

Eine Erkl&rung fur die signifikant niedrigere 
Pravalenz bestimmter Sequenzvariationen in SREBP-1 und 
SREBP-2 ist die erhohte Mortalit&t bei TrSgern der Geno- 
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typen SREBP- 1.18c (11/12), SREBP-2.10 (11/12) und den 
Tragern der SREBP-2 R371K Mutation. Dies kann beispiels- 
weise durch die bereits beschriebene Assoziation zur Er- 
hohung des Plasmacholesterinspiegels mit der Folge einer 
koronaren Herzkrankheit bedingt sein, aber auch durch das 
uberproportionale Auftreten von Krankheiten, wie bei- 
spielsweise der senilen Demenz vom Alzheimer Typ, wie 
ebenfalls bereits beschrieben, durch die beiden genannten 
oder durch Kombinationen mit weiteren Risikof aktoren. 
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Anspriiche 



1. Verfahren zur Erkennung eines erhahten 
oder erniedrigten Krankheits- und/oder Mortalitatsrisikos 

5 und/oder einer erhohten oder erniedrigten Sensitivitat 
auf Therapieverfahren resp. deren Nebenwirkungen, dadurch 
gekennzeichnet, dass nach Blut- resp. Gewebeentnahme , das 
Blut resp- Gewebe auf das Vorhandensein eines Polymor- 
phismus in mindestens einem Sterol -Regulator Element- 
10 Bindenden- Protein (SREBP) untersucht wird, wobei das Vor- 
handensein eines Polymorphismus auf Amino- und/oder Nu- 
kleinsaure-Ebene bestimmt wird. 

2. Verfahren gemass Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass das SREBP ausgewahlt ist aus der Grup- 

15 pe umfassend SREBP- 1 und SREBP- 2 . 

3. Verfahren gem£ss Anspruch 1 oder 2, da- 
durch gekennzeichnet, dass der Polymorphismus zu einer 
erhdhten oder erniedrigten Aktivierung von Genen im Li- 
pids tof fwechsel, insbesondere im Cholesterinstof fwechsel 

20 fuhrt. 

4. Verfahren gem&ss Anspruch 3, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass der Polymorphismus zu erhohter oder 
erniedrigter Plasmakonzentration mindestens eines Lipids, 
insbesondere von Cholesterin, fiihrt. 

25 5. Verfahren gem&ss einem der Anspriiche 1 bis 

4, dadurch gekennzeichnet, dass die Bestimmung des Vor- 
handenseins eines Polymorphismus auf Nukleinsaure-Ebene 
erf olgt . 

6. Verfahren gem&ss Anspruch 5, dadurch ge- 
30 kennzeichnet, dass der Polymorphismus eine Erkennungsse- 

quenz fiir eine innerhalb des Polymorphismus liegende 
Schnittstelle aufweist und dass die Untersuchung unter 
Verwendung dieser Erkennungssequenz erf olgt. 

7. Verfahren gem&ss Anspruch 6, dadurch ge- 

35 kennzeichnet, dass die Erkennungssequenz eine Erkennungs- 
sequenz far XmnI oder Mspl ist, d.h. GAANNNNTTC oder 
CCGG, wobei N ein beliebiges Nukleotid sein kann. 
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8. Verfahren gemass Anspruch 7, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die Untersuchung unter Verwendung ei- 
ner SREBP-Seguenz oder einer SREBP-Teilsequenz erfolgt, 
die eine Nukleinsaure-Sequ^z ausgewahlt aus der Gruppe 
der nachfolgend aufgefuhrten Seguenzen, gegebenenf alls 
zusammen mit weiteren Nukleinsauren aus der natttr lichen 
Nachbarschaft der entsprechenden Sequenz,umfasst : 
SREBP-1, Exon 18c (Se q . Id. Nr. 3): 
GCACCTAGGGAAAGGCTTC 

SREBP-2, Exon 1" (Seq. Id. Nr. 7) : 
CTGCTGCCGGCAACCTACA 

9. Verfahren gemass Anspruch 6, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die Untersuchung unter Verwendung ei- 
ner SREBP-Sequenz oder einer SREBP-Teilsequenz erfolgt, 
die die folgende Nukleinsaure-Sequenz, gegebenenf alls zu- 
sammen mit weiteren Nukleinsauren aus der natiirlichen 
Nachbarschaft dieser Sequenz,umfasst: 

SREBP-2, Exon 6: CTGAAGAAG 

10. Verfahren gemass einem der Anspruche 1 
bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass die Bestimmung des 
Vorhandenseins eines Polymorphismus auf Aminosaure-Ebene 
erfolgt . 

11. Verfahren gemass einem der Anspruche 1 
bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass nach Blut- resp. Ge- 
webeentnahme und DNA-Extraktion mindestens ein Teilstiick 
eines Exons eines SREBP, das einen Polymorphismus ent- 
halt, unter Verwendung zweier Oligonukleotidsequenzen am- 
plifiziert wird, wobei der Polymorphismus charakteri- 
stisch ist fur eine erhohte oder erniedrigte Aktivierung 
von Genen im Lipidstof fwechsel insbesondere im Chole- 
sterinstoffwechsel, und dass das Produkt der Amplifikati- 
on einer Verdauung mit geeigneten Restriktionsenzymen 
oder einer Denaturierung unterworf en wird und dass die 
Verdauungs- resp. Denaturierungsprodukte elektrophore- 
tisch aufgetrennt werden. 

12. Verfahren gemass Anspruch 10 oder 11, da- 
durch gekennzeichnet, dass der Polymorphismus charakteri- 
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Bereichen der Sequenz des in einer Population am h&ufig- 
sten auf tretenden Typs des entsprechenden SREBP und Un- 
tersuchung der Sequenzen mit gefundenen Unterschieden auf 
Fehlf unktion . 

5 16. Verfahren gemass Anspruch 15, dadurch ge- 

kennzeichnet , dass die Unterschiede zu einer anderen Ami- 
nosaure und/oder insbesondere zu einer Erkennungss telle 
fur ein Restriktionsenzym ftihren. 

17 . Verwendung des Verf ahrens gemass einem 

10 der Anspriiche 11 bis 16, zur Bestimmung des erhohten oder 
erniedrigten Risikos ftir Hypercholesterin£mie und/oder 
Alzheimer Krankheit. 

18. Verwendung des Verf ahrens gem&ss einem 
der Anspriiche 1 bis 16 zur Bestimmung eines erhdhten oder 

15 erniedrigten Risikos ftir das Auftreten von Nebenwirkungen 
bei der HIV-Therapie, insbesondere der Therapie mit Pro- 
teasehemmern. 

19. Verwendung des Verf ahrens gem&ss einem 
der Anspriiche 1 bis 16 zur Bestimmung eines erhdhten oder 

20 erniedrigten Mortalitatsrisikos . 

20. DNA- und/oder RNA-Chip, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass er mindestens einen Polymorphismus auf ei- 
nem SREBP, insbesondere SREBP-1 und/oder SREBP-2, auf- 
weist . 

25 21. DNA- und/oder RNA-Chip gemass Anspruch 

20, dadurch gekennzeichnet, dass der Polymorphismus ein 
Polymorphismus auf SREBP-1 und/oder SREBP-2 wie in einem 
der Anspriiche 3,4,6,7,8 und 9 definiert, ist. 

22. DNA- oder RNA-Chip gemass Anspruch 20 

30 oder 21, dadurch gekennzeichnet, dass er den SREBP Poly- 
morphismus in Gegenwart anderer Polymorphismen, die ftir 
die Abschatzung des Risikos ftir Hypercholesterin&mie 
und/oder Alzheimer -Krankheit charakteristisch sind, auf- 
weist . 

35 23 . Verwendung eines Polymorphismus wie in 

einem der Anspriiche 3,4,6,7,8 und 9 definiert oder eines 
Chip gemass einem der Anspriiche 20 bis 22 als Marker zur 
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stisch ist fur erhohtes oder erniedrigtes Risiko fur Hy- 
percholesterinamie beim Menschen. 

13. Verfahren gem&ss Anspruch 11 oder 12, da- 
durch gekennzeichnet, dass mindestens eine der Oligonu- 

5 kleotidsequenzenen im Intronbereich angesiedelt ist, der 
dem Exon benachbart ist, in dem der Polymorphismus exi- 
stiert . 

14. Verfahren gemass einem der Anspruche 11 
bis 13, dadurch gekennzeichnet, dass die Oligonukleotid- 

o sequenzen ausgewahlt sind aus den folgenden Paaren oder 
damit unter stringenten Bedingungen hybridisierenden Se- 
quenzen : 

S1.18CF (Seq. Id. Nr. 9): 
5 ' - TTATTTATAATCTGGGTTTTGTGTC - 3 ' und 
5 S1.18cR (Seq. Id. Nr. 10): 

5 < -GGGAAGAGCTAAGTTAAAAGTTGTG-3 ' oder 

EcoR I.S1.18CF (Seq. Id. Nr. 11): 
5'- CGGAATTCTGAAATTATTTATAATCTGGGTTTTGTGTC -3' und 
BcdR I.S1.18CR (Seq. Id. Nr. 12): 
0 5 ' -CGGAATTCATCGGGGAAGAGCTAAGTTAAAAGTTGTG-3 9 oder 
S2.10P.P (Seq. Id. Nr. 13): 
5 ' -GCCAGTGACCATTAACACCTTTTGA- 3 ' und 

S2.10P.R. (Seq. Id. Nr. 14): 
5 1 - TCGTCTTCAAAGCCTGCCTC AGTGGCTGGC - 3 ' oder 
5 EcoRX S2.10F (Seq. Id. Nr. 15): 

5 ' - CGGAATTCGCC AGTGACCATTAAGACCTTTTGA-" 3 ' und 
BcoRI S2.10R (Seq. Id. Nr. 16): 
5 ' -CGGAATTCTGCAGCAAGCCAGTCATCAGCAGCT-3 ' 

EcdRX S2.6F (Seq. Id. Nr. 17): 
0 5 ' -CGGAATTCTGGTCTCACTGTGTTTTCACTCATC- 3 ' 

EcoRX S2.6R (Seq. Id. Nr. 18): 
5 ' -CGGAATTCGCCAGGGCTGACAAGCCTTTTCTCA- 3 ' . 

15. Verfahren gemass einem der Ansprttche 1 
bis 14, dadurch gekennzeichnet, dass der Polymorphismus 

5 ermittelt worden ist durch amplif izieren und analysieren 
einer interessierenden SREBP-Sequenz , Vergleich der Exon- 
Bereiche dieser interessierenden Sequenz mit den Exon- 
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Bestimmung eines erhohten oder verminderten Risikos fur 
den Ausbruch einer Krankheit. 

24. Verwendung gemass Anspruch 23, dadurch 
gekennzeichnet , dass die Krankheit ausgewahlt ist aus Hy- 
percholesterinamie und Alzheimer-Krankheit . 

25. Verwendung eines Polymorphismus wie in 
einem der Anspruche 3,4,6,7,8 und 9 definiert oder eines 
Chip gemass einem der Anspruche 20 bis 22 zur Bestimmung 
eines erhohten oder erniedrigten Risikos fur das Auftre- 
ten von Nebenwirkungen bei der HIV-Therapie, insbesondere 
der Therapie mit Proteasehemmern. 

26. Verwendung eines Polymorphismus wie in 
einem der Anspruche 3,4,6,7,8 und 9 definiert oder eines 
Chip gemass einem der Anspriiche 20 bis 22 zur Bestimmung 
eines erhohten oder verminderten Mortalitatsrisikos . 

27. Verwendung eines Polymorphismus, wie in 
einem der Anspruche 3,4,6,7,8 und 9 definiert oder eines 
Chip gemass einem der Anspriiche 20 bis 22 zur Prufung der 
Eignung einer Behandlungsmethode fur eine Krankheit aus- 
gewahlt aus der Gruppe umfassend Hypercholesterin&nie, 
Alzheimer-Krankheit und HIV, oder fttr das Wirkstoff scree- 
ning. 

28. Polymorphismus, der charakteristisch ist 
fur erhohtes oder erniedrigtes Risiko fur Hyper choleste- 
rinamie beim Menschen, dadurch gekennzeichnet, dass er in 
einem Sterol-Regulator Element-Bindenden-Protein (SREBP) 
auf tritt . 

29. Polymorphismus gemass Anspruch 28, da- 
durch gekennzeichnet, dass er im SREBP-1 oder SREBP-2 
auf tritt . 

30. Polymorphismus gemass Anspruch 29, da- 
durch gekennzeichnet, dass er eine Erkennungsseguenz fur 
Xmnl oder Mspl aufweist, d.h. GAANNNNTTC oder CCGG, wobei 
N ein beliebiges Nukleotid sein kann. 

31. Polymorphismus gemass Anspruch 30, da- 
durch gekennzeichnet, dass er die folgenden Sequenzen 
aufweist: 
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SREBP-1, Exon 
GCACCTAGGGAAAGGCTTC 

SREBP-2, Exon 
CTGCTGCCGGCAACCTACA . 



18c (Seq. Id. Nr. 1) : 
10 (Seq. Id. Nr. 5) : 
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SREBP-1 Polymorphismus 

(mmol/L) 

A 



SREBP-2 Polymorphismus 

(mmol/L) 

B 
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SEQUENZ PROTOKOLL 
<110> Miserez, Andre R. 

<120> DNA-Polymorphismen in Stero-Regulator Element -Bindenden 
Proteinen 

<130> Seq. Listing zu 02280PC 

<140> 
<141> 

<150> CH 1277/99 
<151> 1999-07-09 

<160> 20 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 

<211> 19 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<220> 
<221> CDS 
<222> (2) . . (19) 

<400> 1 

g cac eta ggc aaa ggc ttc 19 

His Leu Gly Lys Gly Phe 

1 5 



<210> 2 
<211> 6 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 2 

His Leu Gly Lys Gly Phe 
1 5 



<210> 3 
<211> 19 
<212> DNA 
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<213> Homo sapiens 

<220> 
<221> CDS 
<222> (2) . . (19) 

<400> 3 

g cac eta ggg aaa ggc ttc 19 
His Leu Gly Lys Gly Phe 
1 5 



<210> 4 
<211> 6 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 4 

His Leu Gly Lys Gly Phe 
1 5 



<210> 5 
<211> 19 
<212> DNA 

<213> Homo sapiens 
<400> 5 

ctgctgccgc caacctaca 19 



<210> 6 
<211> 7 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 6 

Ala Ala Ala Ala Asn Leu Gin 
1 5 



<210> 7 
<211> 19 
<212> DNA 

<213> Homo sapiens 



<400> 7 



WO 01/04352 



<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: Primer 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz : PCR Primer 
<400> 11 

cggaattctg aaattattta taatctgggt tttgtgtc 

<210> 12 
<211> 37 
<212> DNA 

<213> itOnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: Primer 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: PCR Primer 
<400> 12 

cggaattcat cggggaagag ctaagttaaa agttgtg 

<210> 13 
<211> 25 
<212> DNA 

<213> KOnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: Primer 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: PCR Primer 
<400> 13 

gccagtgacc attaacacct tttga 

<210> 14 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> KOnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: Primer 
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<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: PCR Primer 
<400> 14 

tcgtcttcaa agcctgcctc agtggctggc 30 



<210> 15 
<211> 33 
<212> DMA 

<213> Ktinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: Primer 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: PCR Primer 
<400> 15 

cggaattcgc cagtgaccat taacaccttt tga 



<210> 16 
<211> 33 
<212> DNA 

<213> Ktinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: Primer 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: PCR Primer 
<400> 16 

cggaattctg cagcaagcca gtcatcagca get 



<210> 17 
<211> 33 
<212> DNA 

<213> Ktinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: Primer 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: PCR Primer 
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i 

<400> 17 

cggaattctg gtctcactgt gttttcactc ate 33 



<210> 18 
<211> 33 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: Primer 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: PCR Primer 
<400> 18 

eggaattege cagggctgac aagectttte tea 33 



<210> 19 
<211> 46 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: Primer 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: PCR Primer 
<400> 19 

gecagaggag attttgeage tgctgccggc aacctacaaa cctgcc 46 



<210> 20 
<211> 46 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: Primer 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: PCR Primer 



<400> 20 

ggcaggtttg taggttgccg gcagcagctg caaaatctcc tctggc 



46 
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i 

ctgctgccgg caacctaca 



<210> 8 

<211> 7 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 8 

Ala Ala Ala Gly Asn Leu Gin 
1 5 



<210> 9 
<211> 25 
<212> DNA 

<213> KOnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: Primer 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: PCR Primer 
<400> 9 

ttattaataa tctgggtttt gtgtc 



<210> 10 
<211> 25 
<212> DNA. 

<213> KOnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: Primer 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: PCR Primer 
<400> 10 

gggaagagct aagttaaaag ttgtg 

<210> 11 
<211> 38 
<212> DNA 

<213> KOnstliche Sequenz 
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DNA-Polymorphismen in Sterol -Regulator Ele- 
ment-Bindenden Proteinen 

Verweis auf entsprechende Anmeldungen 

Die vorliegende Anmeldung beansprucht die 
Prioritat der Schweizer Anmeldung Nr. 1277/99 vom 9. Juli 
1999, deren Offenbarung hier durch Bezugnahme einge- 
schlossen ist. 

Technisches Gebiet 



Die vorliegende Erfindung betrifft Polymor- 
phismen, insbesondere Desoxyribonukleinsauren (DNA oder 
15 DNS) -Polymorphismen, in Sterol-Regulator Element-Binden- 
den Proteinen, insbesondere Protein-1 (SREBP-1) und Pro- 
tein-2 (SREBP-2), resp. die Verwendung solcher Polymor- 
phismen fur die Diagnostik, aber auch fur das Wirkstoff- 
Screening . 



20 



Stand der Technik 



Epidemiologische Langzeitstudien haben in den 
letzten Jahrzehnten zahlreiche Faktoren identif iziert , 

25 die die Atherosklerose-Entstehung beschleunigen, und da- 
mi t die Entstehung von Herzinf arkten fordern. Trotz der 
Vermexdung von Umweltf aktoren und von Verhaltensweisen, 
die das Atherosklerose-Risiko erhohen, kann es schon bei 
jungeren Erwachsenen zu ausgepragten atherosklerotischen 

30 Veranderungen bis hin zum Herzinf arkt kommen. In solchen 
Fallen spielen Erbf aktoren eine entscheidende Rolle. Es 
ist beispielsweise bekannt, dass Defekte von Genen, die 
im Cholesterinstof fwechsel eine wichtige Rolle spielen, 
die Medikation mit cholesterinsenkenden Mitteln erfor- 

35 dern. Durch die fruhzeitige Erkennung eines genetischen 
Defekts lassen sich so rechtzeitig Gegenmassnahmen er- 
greif en . 
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Es ist deshalb sowohl vom diagnostischen als 
auch vom therapeutischen Standpunkt aus sehr wunschens- 
wert wesentliche genetische Veranderungen erkennen und 
nachweisen zu konnen (siehe A. R. Miserez, Die Bedeutung 
5 genetischer Faktoren bei der Entstehung des Herzinf arkts , 
uni nova, April 1998, S. 44-52) . 

Cholesterin ist, neben seiner Eigenschaft als 
Vorlaufer von Steroidhormonen und Gallensauren, ein es- 
sentieller Bestandteil der Zellmembranen, der die Permea- 

10 bilitat der letzteren entscheidend beeinflusst. Menschli- 
che Zellen kontrollieren ihren intrazellularen Choleste- 
ringehalt in engen Grenzen durch die Regulation der re- 
zeptorvermittelten Aufnahine extrazellularer , choleste- 
rinenthal tender Lipoproteinpartikel niedriger Dichte (low 

15 density lipoproteins, LDL) und durch die Steuerung der 

intrazellularen Cholesterinbiosynthese . LDL-Partikel bin- 
den sich an den LDL-Rezeptor (LDLR) mittels ihrer Apoli- 
poprotein (Apo) B-Anteile. Die Bindung und die nachfol- 
gende Internalisierung dieser Lipoprotein-Rezeptor-Kom- 

20 plexe kann teilweise oder vollstandig unterbrochen sein, 
wenn eines der an diesem Prozess beteiligten Proteine de- 
fekt ist oder fehlt. Mutationen der Gene, die das Apoli- 
poprotein E (Mutationen fuhren zu familiarer Dysbetalipo- 
proteinamie (FDL) ) , das Apolipoprotein B-100 (Mutationen 

25 fuhren zu f amiliar-def ektivem Apo B (FDB) ) , sowie den 

LDL-Rezeptor (Mutationen fuhren zu familiarer Hyperchole- 
sterinamie (FH) ) kodieren, resultieren in einer Ansamm- 
lung von cholesterinenthaltenden Partikeln im Plasma, was 
mit einem ^nstieg des Risikos fur koronare Herzkrankheit 

30 einhergeht. Mit diese Mutationen konnen aber in den mei- 
sten untersuchten Populationen nur 4.2 bis 7 % der Falle 
mit Hypercholesterinamie (definiert als die 10 % der Per- 
sonen einer Population mit LDLC-Konzentrationen uber dem 
90ten Percentil) erklart werden. Folglich sind die bei 

35 der Mehrzahl der betroffenen Personen mit erhohtem Plas- 
ma-LDLC ursachlichen Gendefekten noch nicht identifi- 
ziert . 
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Die Promotoren des LDLR-Gens sowie der Gene, 
die in der Cholesterinbiosynthese eine Rolle spielen, wie 
zum Beispiel die Hydroxymethylglutaryl- (HMG) -CoA- 
Synthase-, die Farnesyl-Pyrophosphat- Synthase- und die 
5 Squalen-Synthase-Gene, enthalten spezifische Nukleotidse- 
quenzen, die sogenannten Sterol-Regulator-Elemente (SRE) . 

Es ist ebenfalls bereits bekannt, dass zwei 
Proteine, die SRE-bindenden Proteine SREBP-1 und SREBP-2, 
an die SRE in den Promotoren dieser Gene binden und deren 

10 Transkriptionsrate aktivieic:n. Bei einem Mangel an Stero- 
len innerhalb der Zelle werden beide Proteine durch je- 
weils zwei proteolytische Schritte aktiviert, zunachst 
durch einen Sterol (bzw. Cholesterol ) -sensitiven Schritt 
und danach durch einen Sterol -unabhangigen Schritt. Durch 

15 diese Proteolyseschritte entstehen 68 kDa grosse Proteine 
aus der NH 2 Region der sich im Zytoplasma befindlichen 
SREBP-1- und SREBP-2 -Vorlauf erproteine . Die am Amino-Ende 
f reigesetzte, reife Form der Transkriptionsf aktoren wan- 
dert in den Zellkern und bindet sich an die SRE der Pro- 

20 motoren von Cholesterin-regulierenden Genen. In der Folge 
werden diese Gene aktiviert, was zu einer Erhohung der 
rezeptorvermittelten Aufnahme von LDL und zu einer ver- 
starkten intrazellularen Cholesterinbiosynthese fiihrt. 

Sobald sich Cholesterin in der Zelle anhauft, 

25 wird der erste, Cholesterin-empf indliche Schritt inhi- 
biert, die reifen Formen der SREBP verschwinden und die 
Transkriptionsraten vermindern sich, wodurch eine zu 
grosse Akkumulation von Cholesterin in der Zelle verhin- 
dert wird. SREBP-1 und SREBP-2 regulieren zahlreiche SRE- 

30 enthaltende Gene, die in die Cholesterin-Homoostase in- 
volviert sind, SREBP-1 aktiviert zusatzlich die HMG-CoA- 
Reduktase und die Squalen-Synthase. SREBP-1 und SREBP-2 
sind Mitglieder der sogenannten basischen Helix-Loop-He- 
lix Leucine Zipper Transkriptionsf aktor-Familie . Die Ge- 

35 ne, die diese Faktoren kodieren, wurden kiirzlich kloniert 
und in ihrer genetischen Struktur charakterisiert (20, 
21) . 
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Trotz all dieser bereits gewonnenen Erkennt- 
nisse liegt aber - wie bereits oben erwahnt - die Zahl 
der erkennbaren Risikopatienten fur z.B. Hypercholeste- 
rinamie bei unter 7 % . 
5 Ziel der vorliegenden Erfindung war es des- 

halb, die Fruhdiagnose und die Therapie von Risikopatien- 
ten zu verbessern. 

Dieses Ziel wurde dadurch erreicht, dass Dia- 
gnoseverf ahren sowie fur deren Durchfuhrung geeignete Po- 
lo : _:norphisinen auf den SREBP-Genen bereitgestellt werden, 
insbesondere Polymorphismen, die bei einem Teil der Pati- 
enten mit Anderungen im Lipidhaushalt , insbesondere im 
Cholesterinhaushalt , vorzugsweise bei einem bedeutenden 
Teil solcher Patienten, auftreten. 

15 

Darstellung der Erfindung 

Ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist 
folglich ein Verfahren zur Erkennung eines erhohten oder 

20 erniedrigten Krankheits- und/oder Mortalitatsrisikos 
und/oder einer erhohten oder erniedrigten Sensitivitat 
auf Therapi ever f ahren resp. deren Nebenwirkungen . 

Weitere Gegenstande der vorliegenden Erfin- 
dung sind die Verwendung von Polymorphismen zur Diagnose, 

25 zur Beurteilung von Behandlungen gegen Krankheiten und 

zum Wirkstoff screening, sowie die Bereitstellung geeigne- 
ter Polymorphismen . 

Uberraschenderweise wurde gefunden, dass Po- 
lymorphismen auf Sterol-Regulator Element-Bindenden-Pro- 

30 teinen (SREBP) , insbesondere SREBP-1 und SREBP-2, indika- 
toren fur Gesundheits- resp. Therapierisiken sind. Das 
erf indungsgemasse Verfahren ist deshalb dadurch gekenn- 
zeichnet, dass nach Blut- resp. Gewebeentnahme, das Blut 
resp. Gewebe auf das Vorhandensein eines Polymorphismus 

35 in mindestens einem SREBP untersucht wird, wobei das Vor- 
handensein eines Polymorphismus auf Amino- und/oder Nu- 
kleinsaure-Ebene bestimmt werden kann. Der Begriff Poly- 
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morphismus, wie er im Rahmen dieser Erfindung gebraucht 
wird, beschreibt jede naturlich im Menschen vorkommende 
Sequenzvariation, vorzugsweise aber eine Sequenzvaria- 
tion, die bei einem grossen Bevolkerungsanteil vorkommt. 
5 In einem bevorzugten Verfahren werden ent- 

sprechende Nukleinsauresequenzen, die einen charakteri- 
stischen Polymorphismus aufweisen, insbesondere einen Po- 
lymorphismus von SREBP-1 und/oder SREBP-2, auf einem DNA- 
und/oder RNA-Chip verwendet, sog. Microarray (DNA Chip) 

10 Technologie. Andere Verfahren sind beispielsweise PCR und 
darauf f olgende Restriktionsenzymverdauung, beispielsweise 
mit Msp I bzw. Xmn I; "Single Strand Conformation Poly- 
morphism (SSCP) "-Verfahren; "Denaturing Gradient Gel 
Electrophoresis (DGGE) " -Verfahren; "Protein Truncation 

15 Test (PTT) " -Verfahren; "Restriction Fragment Length Poly- 
morphisms (RFLP) "-Verfahren; "Cleavage Fragment Length 
Polymorphisms (CFLP) " -Verfahren; "Chemical Cleavage of 
Mismatches " -Verfahren; Sequenzierung; Minisequenzierung 
(Snap-shot-Sequenzierung) ; auf "High Pressure Liquid 

20 Chromatography (HPLC) " basierende Verfahren (dHPLC) ; auf 
Massenspektroskopie basierende Verfahren; Dot blot-Ver- 
fahren (allelspezif ische Oligonukleotide) ; allelspezif i- 
sches PCR-Verf ahren (allelspezif ische Oligonukleotide) ; 
"Real-Time" quantitative PCR-Spectrophotometrie (z.B. 

25 TaqMan™, Light Cycler™); und "Luminescent non-gel based 
molcular interrogation" . 

Mit den im Rahmen dieser Erfindung speziell 
interessierenden Polymorphismen, insbesondere jenen, die 
auf den SREBP-1 und SREBP-2 Genen gefunden wurden, geht 

30 eine geanderte Funktionsf ahigkeit der Proteine einher. In 
Anwesenheit der unten naher beschriebenen Mutationen im 
SREBP-1- und SREBP-2-Gen beispielsweise wird das LDL-Re- 
zeptorgen weniger oder besser aktiviert, was zu verander- 
ten Cholesterinspiegeln beim Menschen fiihrt. 

3 5 Ferner wurde im Rahmen der vorliegenden Er- 

findung gefunden, dass entsprechende Polymorphismen Indi- 
katoren fur erhohtes oder erniedrigtes Krankheitsrisiko 
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sind, insbesondere fur erhohtes resp. erniedrigtes Risiko 
an Hypercholesterinamie oder der Alzheimer-Krankhei t zu 
erkranken. Sie ermoglichen auch die Beurteilung des Risi- 
kos fur das Auftreten von Problemen bei der HIV-Therapie, 
5 insbesondere der Therapie mit Protasehemmern, und ermog- 
lichen das Abschatzen des Risikos fur die Entwicklung ir- 
gendeiner mit einem erhohten Mortalitatsrisiko verbunde- 
nen Erkrankung, dies auch unabhangig von einer gegebenen- 
falls assoziierten Cholesterinmodif ikation oder Alzhei- 
10 mer-Krankheit . 

Die Erfindung wird unten und in den Figuren 
naher beschrieben. 

Kurze Beschreibung der Zeichnungen 

15 

Figur 1A zeigt ein Chromatogram zur Identifi- 
zierung des Exon-Polymorphismus in SREBP-1, und den er- 
mittelten Polymorphismus, namlich eine Mutation im SREBP- 
1 Gen (Exon 18c) an Aminosaureposition 1028 (G1028G) , die 

20 zu keinem Aminosaureaustausch fuhrt, aber eine Xmn I Re- 
striktionsschnittstelle generiert . 

Figur IB zeigt ein Chromatogram zur Identifi- 
zierung des Exon-Polymorphismus in SREBP-2 und den ermit- 
telten Polymorphismus , namlich eine Mutation im SREBP-2 

25 Gen (Exon 10) an Aminosaureposition 595 (A595G) , die zu 
einer Aminosauresubstitution fuhrt (Alanin zu Glycin) und 
eine zusatzliche Msp I Restriktionsschnittstelle gene- 
riert . 

Figur 2A zeigt, wie mittels PCR Amp? if ikation 
o des ganzen Exon 18c (SREBP-1) und darauf f olgende Restrik- 
tionsenzymverdauung homozygote und heterozygote Trager 
der entsprechenden Mutation beim Screenen von grossen 
Personenkollektiven mit hohem Durchsatz identif iziert 
werden konnen. 

5 Figur 2B zeigt, wie mittels PCR Amplif ikation 

des 5'-Endes von Exon 10 (SREBP-2) und darauf f olgende Re- 
striktionsenzymverdauung homozygote und heterozygote Tra- 
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ger der entsprechenden Mutation beim Screenen von grossen 
Personenkollektiven mit hohem Durchsatz identif iziert 
werden konnen . 

Figur 3 zeigt fur SREBP-1 und fur SREBP-2 den 
5 Vergleich zwischen Tragern und Nicht-Tragern der Polymor- 
phismen hinsichtlich der entsprechenden, gemittelten Ge- 
samt-Cholesterinkonzentrationen und der Gen-Gen Interak- 
tionen mit dem Apolipoprotein E-Gen. 

Figur 4 zeigt die prozentuale Aenderung der 
10 Plasmacholesterinspiegel vor und nach Gabe von Protease- 
hemmern in Abhangigkeit vom G1028G Polymorphismus - 



Wege zur Ausfuhrung der Erfindung 

15 Polymorphismen in den SREBP-Genen allgemein 

konnen, wie unten fur die SREBP-1- und SREBP-2 -Gene be- 
schrieben, ermittelt werden. 

Die speziellen Polymorphismen konnen z.B. da- 
durch bestimmt werden, dass Oligonukleotide entworfen 

20 werden, die den Intron-Sequenzen der SREBP-1- und SREBP- 
2 -Gene entsprechen, die unmittelbar den Exon- /Intron- 
Grenzen benachbart sind, und dass mittels der Einzel- 
Strang-Konf ormations-Polymorphismus-Methode (SSCP) beide 
Gene fur Sequenzvariationen getestet werden. 

25 Auf diese Weise wurden die folgenden relativ 

haufig auftretenden Polymorphismen gefunden, die jeweils 
dem normalen Gen gegeniibergestellt werden, wobei NS die 
Nukleotidsequenz und AS die Aminosauresequenz bedeuten: 

3 0 SREBP-1 (Wild-Typ): 

NS G CAC CTA GGC AAA GGC TTC (Seq. Id. Nr. 1) 
AS H L G K G F (Seq. Id. Nr. 2) 

SREBP-1 -Exon 18c -Polymorphismus ( SREBP-1 - 
35 G1028G oder SREBP-1C-G1028G) : 

NS G CAC CTA GGG AAA GGC TTC (Seq. Id. Nr. 3) 
AS H L G K G F (Seq. Id. Nr. 4) 
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20 



A595G) 



SREBP-2 (Wild-Typ) : 

NS CT GCT GCC GCC AAC CTA CA (Seq. Id. Nr. 5) 

ASAAAANLQ (Seq. Id. Nr. 6) 

SREBP-2 -Exon 10 -Polymorphismus ( SREBP-2 - 

NS CT GCT GCC GGC AAC CTA CA (Seq. Id. Nr. 7) 

AS A A A G N L Q (Seq. Id. Nr. 8) 



Analog wurde ain zwischenzeitlich im Rahmen 
einer Diplomarbeit verof f entlichter weiterer SREBP-2-Po- 
lymorphismus mit relativ arosser Haufigkeit ermittelt 
(siehe Diplomarbeit am Departement Forschung, Universi- 
tatskliniken Basel, von Patrick Y. Muller, "Sterol Regu- 
15 latory Element Binding Protein 2: ..."), der in der Folge 
als SREBP-2-Exon-6-Polymorphismus oder SREBP-2-R371K be- 
zeichnet wird. 

Eine Gegeniiberstellung der Sequenz des Wild- 
Typs und dieses weiteren Polymorphismus zeigt eine Ande- 
rung auf Proteins tuf e, namlich Mutation eines Arginins 
(R) zu einem Lysin (K) an Position 371 (R371K) in Exon 6, 
namlich: 

SREBP-2 (Wild-Typ) : 

NS CTG AGG AAG 

25 AS L R K 



SREBP-2-Exon 6 -Polymorphismus ( SREBP-2 - 

R371K) : 

NS CTG AAG AAG 

0 AS L K K 



Wie aus den obigen Sequenzen ersichtlich ist, 
weist jeder der drei Polymorphismen eine geanderte Nu- 
kleinsaure im Exonbereich auf, wobei nur zwei der drei 
5 Polymorphismen, namlich jene zu SREBP-2, eine Mutation 
aufweisen, die sich auf Proteinebene auswirkt (siehe dazu 
Figur 1A, Figur IB) . Alle drei Polymorphismen fuhren je- 
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doch zu neuen Schnittstellen fur Restriktionsenzyme, nam- 
lich im SREBP-1 zu einer fur Xmn I und im SREBP-2 zu ei- 
ner fur Msp I resp. einer fiir Dde I. 

Selbstverstandlich sind die entsprechenden 
5 Polymorphismen auch in den Komplementarstrangen vorhan- 
den, so dass im Rahmen der vorliegenden Erfindung iiber- 
all, wo Bezug auf Nukleotidsequenzen gemacht wird, die 
entsprechende Offenbarung die Komplementarsequenzen ein- 
schliesst . 

10 Da der Polymorphismus im SREBP-1 -Gen nicht zu 

einer Anderung auf Proteinebene fiihrt aber trotzdem mit 
dem Auftreten von Hypercholesterinamie korrelierbar ist, 
drangt sich der Schluss auf, dass dieser Polymorphismus 
mit einer oder mehreren Mutationen im selben Gen einher- 

15 geht oder einen Einfluss auf der RNA-Ebene ausubt . Diese 
Annahme steht im Einklang mit der Tatsache, dass fiir den 
in SREBP-1 gefundenen Polymorphismus nicht nur ein Zusam- 
menhang mit dem Auftreten von Hypercholesterinamie gefun- 
den wird, sondern gleichzeitig ein Zusammenhang mit einem 

20 Mangel an Erhohung der Gesamtcholesterin- und Triglyce- 
rid-Konzentration in HIV-Patienten nach der Verabreichung 
von Protease-Inhibitoren festgestellt wird. Dieser Poly- 
morphismus ist deshalb ein wertvolles Hilfsmittel bei der 
Risikoabschatzung des Auftretens von unerwunschten Wir- 

25 kungen und Einstellung einer Behandlung mit Protease- 
Hemmern . 

Eine andere wichtige Eigenschaft der vorlie- 
gend beschriebenen Polymorphismen, insbesondere des 
SREBP-2-A595G-Polymorphismus / ist dessen Vorherrschen bei 

30 Patienten mit der Alzheimer-Krankheit im Vergleich zu 
dessen Vorkommen in der Bevolkerung allgemein, namlich 7 
% bei Alzheimer Patienten gegeniiber 2.4 % in der Bevolke- 
rung allgemein. 

Uberraschenderweise vvnarde zudem gefunden, 

35 dass alle drei oben naher beschriebenen Polymorphismen 
signif ikanten Einfluss auf die Mortalitat ihres Tragers 
haben . 
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Zusammenf assend kann somit festgehalten wer- 
den, dass SREBP-2-A595G speziell geeignet ist urn Aussagen 
uber das Risiko fur Cholesterinerhohung an und fur sich 
zu machen, wahrenddem SREBP-lc-G1028G insbesondere geeig- 
5 net ist als prognostischer Marker fur die individuelle 
Reaktion (Risiko der Cholesterinerhohung) nach Gabe von 
Medikamenten. Fur Aussagen liber das Risiko fur die Ent- 
wicklung der Alzheimer-Krankheit (auch unabhangig von ei- 
ner gegebenenf alls assoziierten Cholesterinerhohung oder 

10 -emiedrigung) ist SREBP-2-A595G bevorzugt, wahrend fur 
die Bestimmung des Risikos fur die Entwicklung einer Er- 
krankung, die mit einem erhohten Mortalitatsrisiko ver- 
bunden ist (auch unabhangig von einer gegebenenf alls as- 
soziierten Cholesterinmodif ikation oder Alzheimer-Krank- 

15 heit) alle drei oben naher beschriebenen Polymorphismen 
geeignet sind, wobei SREBP-2-A595G und SREBP-lc-G1028G 
bevorzugt sind. 

Wahrend allgemein fiir das Verfahren Polymor- 
phismen der SREBP geeignet sind, sind solche von SREBP-1 

20 und/oder SREBP-2 bevorzugt, insbesondere aber Polymor- 
phismen, die zu einer erhohten oder erniedrigten Aktivie- 
rung von Genen im Lipidstof fwechsel , insbesondere im Cho- 
lesterinstof fwechsel fuhren. Dabei sind Polymorphismen, 
die zu erhohter oder erniedrigter Plasmakonzentration 

25 mindestens eines Lipids, insbesondere von Cholesterin, 
fuhren weiter bevorzugt. 

Es hat sich gezeigt, dass ein Polymorphismus , 
der eine Erkennungssequenz fur eine innerhalb des Poly- 
morphismus liegende Schnittstelle aufweist , sich speziell 

30 fiir ein Verfahren unter Verwendung dieser Erkennungsse- 
quenz eignet. Solche Erkennungssequenzen sind beispiels- 
weise die Erkennungssequenz fiir Xmn I oder Msp I, d.h. 
GAANNNNTTC oder CCGG, wobei N ein beliebiges Nukleotid 
sein kann. Sequenzen, die solche Erkennungssequenzen ent- 

35 halten sind beispielsweise 

SREBP-1, Exon 18c : GCACCTAGGGAAAGGCTTC , (Seq. 
Id. Nr. 3) und 
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SREBP-2, Exon 10: CTGCTGCCGGCAACCTACA (Seq. 

Id. Nr. 7) . 

Diese Sequenzen konnen als solche oder zusam- 
men mit weiteren Nukleotiden aus ihrer naturlichen Nach- 
5 barschaft als z.B. Sonde eingesetzt werden. Daneben gibt 
es aber auch weitere geeignete Sequenzen, wie die folgen- 
de Nukleinsaure-Sequenz, gegebenenf alls zusammen mit wei- 
teren Nukleotiden aus der naturlichen Nachbarschaf t die- 
ser Sequenz, namlich 

10 SREBP-2, Exon 6: CTGAAGAAG . 

Ein bevorzugtes Verfahren auf Ebene der Nu- 
kleinsauren ist dadurch gekennzeichnet , dass nach Blut- 
resp. Gewebeentnahme und DNA-Extraktion mindestens ein 
Teilstuck einer Sequenz, insbesondere eines Exons, eines 

15 SREBP, das einen Polymorphismus enthalt, unter Verwendung 
zweier Oligonukleotidsequenzen amplifiziert wird, wobei 
der Polymorphismus charakteristisch ist fur eine erhohte 
oder erniedrigte Aktivierung von Genen im Lipidstof fwech- 
sel insbesondere im Cholesterinstof fwechsel , und speziell 

20 bevorzugt fur erhohtes oder erniedrigtes Risiko fur Hy- 
percholesterinamie beim Menschen, und dass das Produkt 
der Amplif ikation einer Verdauung mit geeigneten Restrik- 
tionsenzymen oder einer Denaturierung unterworfen wird 
und dass die Verdauungs- resp. Denaturierungsprodukte 

25 elektrophoretisch aufgetrennt werden. 

Falls der Polymorphismus in einem Exon liegt 
ist vorzugsweise mindestens eine der Oligonukleotidse- 
quenzenen im Intronbereich angesiedelt, der dem Exon be- 
nachbart ist, in dem der Polymorphismus existiert, wie 

30 beispielsweise die Paare 

S1.18cF (Seq. Id. Nr. 9) : 
5 ' - TTATTTATAATCTGGGTTTTGTGTC - 3 ' und 

S1.18cR (Seq. Id. Nr. 10): 
5 ' -GGGAAGAGCTAAGTTAAAAGTTGTG-3 ' oder 

35 EcdR I.S1.18cF (Seq. Id. Nr. 11): 

5'- CGGAATTCTGAAATTATTTATAATCTGGGTTTTGTGTC -3' und 
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EcoR Z.S1.18CR (Seq. Id. Nr. 12): 
5 ' - C GG AATTCATCGGGGAAGAGCTAAGTTAAAAGTTGTG - 3 ' Oder 

S2.10P.F (Seq. Id. Nr. 13): 
5 ' -GCCAGTGACCATTAACACCTTTTGA-3 ' und 
5 S2.10P.R. (Seq. Id. Nr. 14): 

5 ' - TCGTCTTCAAAGCCTGCCTCAGTGGCTGGC - 3 ' oder 

EcoRX S2.10F (Seq. Id. Nr. 15): 
5 ' - CGGAATTCGCC AGTG AC C ATT AAC AC C TTTTGA - 3 ' und 
EcoRX S2.10R (Seq. Id. Nr. 16): 
10 5 ' - CGGAATTC TGC AGC AAGC CAGTC ATC AGC AGCT - 3 ' 

EcoRX S2.6F (Seq. Id. Nr. 17): 
5 ' -CGGAATTCTGGTCTCACTGTGTTTTCACTCATC - 3 ' 

EcoRX S2.6R (Seq. Id. Nr. 18): 
5 ' -CGGAATTCGCCAGGGCTGACAAGCCTTTTCTCA-3 ' . 
15 Neben den oben angegebenen Sequenzen resp. 

Sequenzpaaren sind auch andere Sequenzen resp. Sequenz- 
paare verwendbar, wie mit den oben angegebenen Sequenzen 
unter stringenten Bedingungen hybridisierbare Sequenzen, 
einschlisslich Sequenzen ohne resp. mit anderen Erken- 
20 nungssequenzen als der oben angegebenen EcoRI-Sequenz . 
Die Gesamtlange solcher Sequenzen betragt ublicherweise 
15 bis 3 0 Basen. 

Geeignete Polymorphismen konnen ermittelt 
werden durch amplif izieren und analysieren einer interes- 
25 sierenden SREBP-Sequenz , Vergleich der Exon-Bereiche die- 
ser interessierendne Sequenz rait den Exon-Bereichen der 
Sequer.z des in einer Population am haufigsten auftreten- 
den Typs des entsprechenden SREBP und Untersuchung der 
Sequenzen mit gefundenen Unterschieden auf Fehlf unktion, 
30 wobei vorzugsweise die Unterschiede zu einer anderen Ami- 
nosaure und/oder insbesondere zu einer Erkennungsstelle 
fur ein Restriktionsenzym fiihren. Eine solche Erkennungs- 
stelle liegt vorzugsweise in einem Exon, sie kann aber 
auch in einem Intron liegen und beispielsweise zu einer 
35 Spleissvariante fiihren. 

Der grosse Einfluss der gefundenen Polymor- 
phismen auf Krankheitsbilder beeinf lussende Faktoren wird 
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in der Folge kurz anhand der haufiger auftretenden Poly- 
morphismen A595G und G102 8G diskutiert: 

Die A595G Mutation im SREBP-2 Gen ist mit ei- 
ner signif ikanten Modilikation der gemittelten Plasmacho- 
5 lesterin-Konzentrationen assoziiert. Die der publizierten 
cDNA Sequenz (12, 15, 16) entsprechende Aminosauref olge wur- 
de als Wildtyp definiert, obgleich - zumindest in dem 
vorliegend untersuchten Schweizer Bevolkerungskollektiv - 
die Sequenz, die Glycin an Position 595 kodiert, eine 

10 viel hohere Pravalenz ha-te als das publizierte Alanin an 
dieser Stelle. Ueber 93% aller Individuen waren heterozy- 
gote oder homozygote Trager der A595G Mutation. Beide Ge- 
ne wurden aus einer cDNA-Bibliothek, abgeleitet von HeLa 
Zellen, die vom Karzinom einer af ro-amerikanischen Frau 

15 (Henriette Lacks) abstammen, sequenziert ( 17 ) . Direkte 

Versuche mit HeLa Zellen zeigten Homozygotie hinsichtlich 
des nicht mutierten A595A Genotyps und legten die Annahme 
nahe, dass diese Person homozygote Tragerin des Wildtyp 
Allels war - ein Zustand, der jedoch nur bei 6.69% des 

20 schweizerischen Bevolkerungskollektivs vorgefunden wurde. 
Die Beobachtung einer hohen Pravalenz der A595G Mutation, 
fiihrte im Rahmen der vorliegenden Erfindung zur Annahme, 
dass der seltene Wildtyp in homozygoter Form (11) mit ei- 
ner hoheren Plasmacholesterinkonzentration assoziiert 

25 sei, und die nicht mutierte Form (22) mit einer niedrige- 
ren Konzentration, dass somit ein autosomal-rezessiver 
Effekt vorliegen konnte, weshalb die Allelkombinationen 
11 und 12/22 miteinander verglichen wurden. 

Das Kollektiv der eingeschlossenen Individuen 

30 war heterogen hinsichtlich der Plasmagesamtcholesterin- 
konzentrationen, die von 1.95 bis 22.65 mmol/L reichten. 
Dieser grosse Bereich erklarte sich durch den Einschluss 
von zufalligen Stichproben, aber auch ausgewahlten Kol- 
lektiven, und folglich normocholesterinamischen und hy- 

3 5 percholesterinamischen Individuen. Daher war es nicht 
verwunderlich, dass ohne Stratif izierung des Kollektivs 
in zuf allig/nicht zufallig ausgewahlte oder in normocho- 
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lesterinamsche/hypercholesterinamische Untergruppen, der 
Effekt zumindest eines der Polymorphismen, der des G1028G 
Polymorphismus, keine statistische Signifikanz erreichte 
(P=0.0770). Sobald jedoch diese Auswahlkriterien in die 
5 Berechnungen einbezogen wurden, war der Unterschied der 
G1028G Allelkombinationen 11/12 gegenuber 22 signifikant 
(P=0.0164). Ebenso verringerte sich bei der A595G Muta- 
tion die Wahrscheinlichkeit , dass Unterschiede in den 
Plasmagesamtcholesterinkonzentrationen zwischen der Al- 
io lelkombination 11 gegenut r 12/22 auf Zufall beruhten, 
von P=0.0003 (ungepaarter t-Test, keine Stratif izierung) 
auf P<0.0001 (Varianzanalyse = ANOVA, Stratif izierung . 

Daruberhinaus waren bei beiden Polymorphismen 
die Assoziationen zwischen einer bestimmten Allelkombina- 
15 tion und hoheren Plasmacholesterin-Konzentrationen (Al- 
lelkombination 22 beim G1028G Polymorphismus, Allelkombi- 
nation 11 beim A595G Polymorphismus; in Figur 3, E und F, 
schwarz dargestellt) in Anwesenheit des R158C (e2 Phano- 
typ) Polymorphismus starker und in Abwesenheit des C112R 
20 (£4 Phanotyp) Polymorphismus im Apo E Gen schwacher. Es 
wurde gef unden, dass diese Gen-Gen Interaktionen die Asso- 
ziation des G1028G Polymorphismus (22 Allelkombination) 
mit hoheren Plasmacholesterinkonzentrationen deutlich be- 
einflussen: nach Ausschluss der Trager der C112R Mutation 
25 war der Effekt der G1028G C — > G Mutation in homozygoter 
Form (22) hoch signifikant (P=0.0002). 

Es konnte somit gezeigt werden, dass beide 
SREBP-Gene die Plasmacholesterin-Konzentrationen beim 
Menschen ahnlich den bekannten Effekten der beiden Poly- 
30 morphismen im Apo E Gen (C112R und R158C) , modif izieren . 
Desweiteren wurden Gen-Gen Interaktionen deutlich, wenn 
die SREBP-1 und -2 Genpolymorphismen mit den Polymorphis- 
men im Apo E Gen korreliert wurden. 

Bei 11.6% der Individuen mit sekundaren Hy- 
35 perlipoproteinamien waren die Plasma-triglyceridkonzen- 
trationen erhoht . Ein Effekt erhohter Triglyceridkonzen- 
trationen wird durch die Tatsache unterstrichen, dass, 
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wurden Individuen mit erhohten Triglyceridkonzentrationen 
ausgeschlossen, die A595G Mutation eine signifikante Aus- 
wirkung auf mannliche Individuen mit Diabetes mellitus 
zeigte (P=0.0018), dieser Effekt jedoch ausblieb, wenn 
5 Individuen mit erhohten Triglyceridkonzentrationen einge- 
schlossen wurden. 

Die A595G Mutation im SREBP-2 Gen konnte so- 
wohl eng mit einer anderen Mutation verbunden sein als 
auch die Spaltungsrate des Proteins direkt betreffen. 

10 Exon 10, wo die A595G Mutation lokalisiert ist, gehort 

zwar nicht zum Teil des reifen Proteins, das in den Zell- 
kern wandert . Trotzdem ist dieser Teil des Proteins inso- 
fern mit der Aktivitat des Proteins verbunden, als er die 
Spaltungsvorgange, die die SREBP-2 Vorlauf erf orm aktivie- 

15 ren, beeinf lusst . 

Die Proteolyse wird durch ein Enzym eingelei- 
tet, das eine hoch konservierte RXXL Sequenz der SREBP 
Vorlauf erf ormen erkennt, welche in der hydrophilen 
Schleife lokalisiert ist. Durch einen ersten Proteolyse- 

20 schritt werden die NH 2 -Terminus- und die COOH-Terminus - 
Domanen getrennt. Nach diesem ersten, Sterol-sensitiven 
Schritt wird das verbleibende, Membran-gebundene NH 2 -Ter- 
minus Fragment durch einen zweiten, Sterol-unabhangigen 
Schritt freigesetzt. Der zweite Proteolyseschnitt (site- 

25 2) ist innerhalb der Membran-durchspannenden Region lo- 
kalisiert und wird durch das site-2 Enzym vermittelt. Der 
zweite Schritt erfolgt nur, wenn die site-1 Proteolyse 
stattgefunden hat. Eine Vorbedingung fur die site-1 Pro- 
teolyse ist jedoch die Bildung eines Komplexes aus SREBP 

30 und dem sogenannten SREBP Cleavage Activating Protein 

(SCAP) . Bei Mangel von Sterolen in der Zelle bindet die- 
ses Protein an die COOH-Terminus Domane. Die Bildung des 
SREBP-SCAP Komplexes ist entscheidend fur den site-1 Pro- 
teolyseschritt und abhangig von der Vollstandigkeit der 

35 COOH-Terminus Domanen von SREBP-2 und SCAP (18,19). Auf 
der Grundlage der vor kurzem von Sakai et al . (18) durch- 
gefiihrten Experimente, der den COOH-Terminus Teil der 
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SREBP Vorlauf erformen als regulatorische Einheit identi- 
fizierte, wirft die Mutation in dieser Domane, die ein 
signifikantes Sinken der gemittelten Plasmacholesterin- 
Konzentrationen verursacht, die Frage einer leicht ver- 
5 einfachten Bildung des SREBP-SCAP Komplexes auf, wenn die 
A595G Mutation vorhanden ist. 

Der Effekt des G1028G Polymorphismus scheint 
von den Gen-Gen Interaktionen mit dem Apo E Gen beein- 
flusst zu sein. Im Gegensatz zur G1028G Mutation im 

10 SREBP-1 Gen, hat die A595G Mutation im SREBP-2 Gen als 
Marker signifikante Auswirkungen auf die Plasmacholeste- 
rin-Konzentrationen sowohl wenn das gesamte Kollektiv un- 
tersucht wird, als auch bei der Analyse der verschiedenen 
Untergruppen. Es ist wahrscheinlich, dass die Mutation 

15 ihre Wirkung zeigt, indem sie direkt den Spaltungsvorgang 
beeinflusst, der fur die Sterol-abhangige Aktivierung von 
SREBP-2 verantwortlich ist. 

Aus den obigen Ausfiihrungen folgt, dass beide 
Gene die individuellen Plasmacholesterin-Konzentrationen 

20 signifikant modif izieren. Obgleich viele Gene im intra- 
und extrazellularen Cholesterinstof fwechsel eine Rolle 
spielen, ist im Hinblick auf die Allgemeinbevolkerung 
bislang nur das Apo E Gen als modif izierendes Gen von 
grosser 3m Nutzen gewesen. Andere am Lipoproteinmetabolis- 

25 mus beteiligte Gene, wie etwa das LDL Rezeptorgen, das 
Apo B-100 Gen oder ein weiteres, unbekanntes Gen auf 
Chromosom Ip34.1-p32 konnten im mutierten Zustand deutli- 
che Auswirkungen auf die Plasmagesamtcholesterinkonzen- 
traticr^n haben. Jedoc>< sind diese Mutationen im Ver- 

30 gleich zu den Polymorphismen im Apo E- und den jetzt ent- 
deckten Polymorphismen im SREBP-1 und SREBP-2 - Gen sehr 
selten. Selbst die R3'500Q Mutation, die mit einem von 
209 betroffenen Individuen der Allgemeinbevolkerung (in 
der Schweiz) die hochste bisher beobachtete Pravalenz hat 

35 (2), tritt nicht haufig genug auf, urn an diesem Polymor- 
phismus den Einfluss eines bestimmten Gens auf den Chole- 
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sterin-stof fwechsel der Allgemeinbevolkerung zu untersu- 
chen. 

Die Verfahren und Polymorphismen der vorlie- 
genden Erfindung sind somit sehr wertvolle Hilfsmittel 
5 fur die Friiherkennung von Risikopatienten sowie fur die 
Optimierung von Prophylaxe und Therapien. Ferner eignen 
sie sich als Targets fur das Wirkstoff screening, sowie 
die Beurteilung einer Therapie gegen eine Krankheit wie 
z.B. HIV. Der Wert der bevorzugten Polymorphismen dieser 

10 Erfindung ist auch die Anwesenheit von Erkennungssequen- 
zen in nachster Nahe des Polymorphismus . Diese Erken- 
nungssequenzen sind in SREBP-1 die Erkennungssequenz fur 
Xmn I , namlich GAANNNNTTC , , wobei N ein beliebiges Nu- 
kleotid sein kann, und in SREBP-2 die Erkennungssequenz 

15 fur Msp I, d.h. CCGG. 

Die vorliegende Erfindung betrifft auch ein 
Verfahren zur Erfassung von Risikotragern sowie Hilfsmit- 
tel fur dieses Verfahren, wie Oligonukleotid-Sequenzen 
zur Amplif izierung interessierender DNA-Abschnitte . 

20 Ein bevorzugtes Verfahren zur Erfassung von 

Risikotragern zeichnet sich aus durch die nachfolgend 
aufgefuhrten Schritte: 

1. Blut- oder Gewebeentnahme 

2 . DNA-Extraktion 

•25 3. Amplif ikation mit geeignetem Primer 

4. Verdauung mit geeigneten Restriktionsen- 
zymen oder Denaturierung des PCR-Produk- 
tes 

5. Elektrophoretische Auftrennung auf geeig- 
30 netem Gel. 

tiber die Verdauung mit geeigneten Restrikti- 
onsenzymen werden insbesondere die speziell interessie- 
renden Poymorphismen nachgewiesen und tiber die Denaturie- 
35 rung (Einzel-Strang-Konf ormations-Polymorphismus = SSCP) 
lassen sich daneben weitere Mutationen auffinden. 
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Eine bevorzugte Oligonukleotid-Sequenz zur 
Amplif izierung eines DNA-Abschnitts , der einem Exon-Be- 
reich entspricht, in dem ein Polymorphismus existiert, 
ist dadurch gekennzeichnet , dass sie in einem Intronbe- 
5 reich angesiedelt ist, der dem Exon benachbart ist, in 
dem der Polymorphismus existiert und nahe der Exon/Intron 
Grenze liegt, oder im Exon selbst, sofern sich dadurch 
die Zahl der Schnittstellen vermindern lasst. 

Bevorzugte Oligonukleotide fur den SREBP-1 

10 Polymorphismus sind die Oligonukleotide S1.18cF (Seq. Id. 
Nr. 9): 5 ' -TTATTTATAATCTGGGTTTTGTGTC-3 ' undS1.18cR (Seq. 
Id. Nr. 10): 5 ' -GGGAAGAGCTAAGTTAAAAGTTGTG-3 ' , die auch 
die Erfassung von Spleiss-Mutationen gestatten, sowie 
Oligonukleotiden, die daneben zusatzliche EcoR I- 

15 Schnittstellen besitzen, wie EcoR I.S1.18cF (Seq. Id. Nr. 
11): 5'- CGGAATTCTGAAATTATTTATAATCTGGGTTTTGTGTC -3' und 
EcoR I . SI . 18cR ( Seq . Id . Nr . 12 ) : 5 ' -CGGAATTCATCGGGGAAGA- 
GCTAAGTTAAAAGTTGTG-3 ' . Urn Exon 10 des SREBP-2-Gens in- 
klusive dessen Exon-/Intron-Grenzen zu amplif izieren sind 

20 die Oligonukleotide S2.10P.F (Seq. Id. Nr. 13) :5'- 

GCCAGTGACCATTAACACCTTTTGA-3 ' und S2.10P.R (Seq. Id. Nr. 
14) :5'-TCGTCTTCAAAGCCTGCCTCAGTGGCTGGC-3 / resp. EcoRI 
S2 . 10F ( Seq . Id . Nr . 15 ) : 5 ' -CGGAATTCGCCAGTGACCATTAAC- 
ACCTTTTGA-3 ' und EcoRI S2 . 10R (Seq. Id. Nr. 16): 5'- 

25 CGGAATTCTGCAGCAAGCCAGTCATCAGCAGCT-3 ' bevorzugt. 

Eine spezielle Verwendung von SREBP- Polymor- 
phismen betrifft deren Einsatz auf sogenannten DNA- oder 
Gen-Chips. Verfahren unter Verwendung solcher Chips, die 
die gleichzeitige Erkennung verschiedener Gendefekte er- 

30 moglichen, sind in der Literatur beschrieben. So exi- 
stiert Informationsmaterial der Firma Affymetrix zu deren 
GeneChip™ -Systemen, aber auch Artikel in Fachzeitschrif - 
ten wie jene von Mark Chee et al . , Accessing Genetic In- 
formation with High-Density DNA Arrays, Science Vol. 274, 

35 Seiten 610-4, (1996) und David G. Wang, Large-Scale Iden- 
tification, Mapping, and Genotyping of Single -Nucleotide 
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Polymorphisms in the Human Genome, Science Vol. 280, Sei- 
ten 1077-82, (1998) . 

Das Verfahren lasst sich kurz wie folgt zu- 
sammenf assen: Mittels Photolithographie werden gezielte 
5 Bereiche eines Wafers Schritt fur Schritt der chemischen 
DNA- oder RNA-Einzelstrang-Synthese zugefuhrt, wobei der 
Schutzfilm nach jedem Syntheseschritt neu angebracht und 
anschliessend selektiv nur an denjenigen Stellen entfernt 
wird, an denen ein bestimmtes Nukleotid eingefuhrt werden 

10 soil. Durch dieses Vorgehen lassen sich Bereiche herstel- 
len, die selektiv fur bestimmte Polymorphismen sind. Zur 
Sichtbarmachung von Hybridisierungen mit Zielsequenzen 
konnen iibliche Markierungen verwendet werden, z.B. licht- 
emittierende Markierung der in der Probe vorhandenen 

15 Fragmente, wie z.B. Biotinylierung und Detektion mit 
Streptavidin oder auch Fluoreszenzmarkierung . 

Durch Entfernen markierter, nicht hybridisie- 
render Fragmente werden Hybridisierungen auf dem Chip di- 
rekt oder nach einer weiteren Behandlung sichtbar. 

20 Selbstverstandlich konnen die einzelnen Schritte dieses 
Verfahrens variiert werden, z.B. was den Zeitpunkt der 
Markierung oder die Art der Markierung anbelangt. Solche 
Variationen sind fur den Fachmann erkennbar . 

Ein Chip, der fur die Fruherkennung von Pati- 

25 enten mit einem erhohten Risiko an Hypercholesterinamie 
geeignet ist weist neben den normalen SREBP-1- und SREBP- 
2-Sequenzen die entsprechenden Polymorphismen auf, die 
Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind. Neben diesen 
SREBP- 1 - und SREBP-2-Analysemitteln konnen selbstver- 

30 standlich auch entsprechende Sequenzen fur die weiteren 
Polymorphismen vorhanden sein, die fur Hypercholeste- 
rinamie charakteristisch sind, d.h. FH, FDB und FDL. 

Selbstverstandlich kann ein entsprechender 
Chip auch zur Diagnose anderer Krankheiten bestimmt wer- 

35 den, die eine Abhangigkeit von SREBP-1 und/oder -2 zei- 
gen, wie Alzheimer-Krankheit , oder er kann zur gleich- 
zeitigen Diagnose mehrerer Krankheiten oder Risikofakto- 
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ren gestaltet werden, indem darauf fur die interessie- 
renden Krankheiten Oder Risiken charakteristische Poly- 
morphismen angebracht werden. Diesbezuglich interessante 
Sequenzen sind beispielsweise fur das Studium kardiovas- 
5 kularer Risiken Sequenzen aus der folgenden Gruppe (be- 
vorzugte Sequenzen unterstrichen) : 

llfl-Hydroxylase Aldosteron-Synthase Gen , 11(3- 
Hydroxysteroid-Dehydrogenase (HSD11K) Gen , 17a-Hydroxylase 
(CYP17A)Gen / 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl (HMG) Coenzym A 

10 Reduktase Gen , 3 -Hydroxy-3-Methylglutaryl (HMG) Coenzym A 
Synthase Gen , Acyl Coenzym A: diacylglycerol acyltransf e- 
rase Gen, Acyl-Coenzym A: cholesterol acyltransf erase 
(ACAT)-l Gen, Alpha- 1 -Ant ichymo trypsin Gen , Alpha- 1- tryp- 
sin Gen, Alpha-Glaktosidase A Gen, Alpha-L-Iduronidase 

15 (IDUA) Gen , Alpha-Lecithin cholesterol acyltransf erase 
(LCAT) Gen , Alpha-Synuclein Gen , Angiotensin Gen, Angio- 
tensin II Typ 1 Rezeptor Gen, Angiotensin-converting En- 
zym Gen , Antitrypsin Gen, Apol ipoprotein ( a ) Gen , Apoli- 
poprotein AI-CIII-AIV Gen cluster , Apolipoprotein B-100 

20 Gen , Apolipoprotein CI Gen, Apolipoprotein E (epsilon 2) , 
Apolipoprotein E (epsilon 4) , Apolipoprotein E Gen , Apo- 
lipoprotein E Rezeptor 2 Gen , Benzodiazepine Rezeptor 
Gen, CD- 3 6 Gen , Cholesterol 2 4 -Hydroxylase Gen, Choleste- 
ryl ester transfer Protein (CETP) Gen , Cystathionin-fl- 

25 Synthase Gen, Cystatin C Gen , Cytochrome P450 cholesterol 
side-chain cleavage Enzym Gen, Epithelialer Na*-Kanal (fi- 
Untereinheit) Gen , Farnesyl - Pyrophosphate ( PP ) Synthas e 
Gen , Fibrinogen Gen, Glucokinase Gen , GLUT1 Glukose 
Transporter Gen, Hepatische Lipase Gen , High density li- 

30 poprotein (HDL) Rezeptor Gen , Homogentisinsaure-Oxidase 
Gen , Hormone- sensitive Lipase Gen, Iduronat-2-Sulf atase 
Gen , Interleukin-8 Gen, Lecithin cholesterol acyltransfe- 
rase (LCAT) Gen , Lipooxygenase Gen, Lipoprotein Lipase 
Gen , Low density lipoprotein receptor-related Protein 

35 ( LRP ) Gen , Low density lipoprotein Rezeptor Gen , Lysoso- 
male saure Lipase Gen , Makrophagen Scavenger Rezeptor 
(SR-A) Gen, Makrophagen Scavenger Rezeptor (SR-BI) Gen, 
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Methylene- tetrahydrof olate Reduktase Gen , Microsomal 
triglyceride transfer Protein (MTP) Gen , NF- K B Gen, Nie- 
mann-Pick CI Protein Gen , Oxysterol binding Protein 
(OSBP) Gen , Paraoxonase-1 Gen , Paraoxonase-2 Gen , Peroxi- 
5 some prolif erator-activated receptor (PPAR) alpha Gen , 
Peroxisome prolif erator-activated receptor (PPAR) beta 
Gen , Peroxisome prolif erator-activated receptor (PPAR) 
gamma Gen , Plasminogen activator-inhibitor-1 Gen , Site-1 
Protein (SIP) Gen , Site-2 Protein (S2P) Gen , Squalene 

10 Synthase Gen , SREBP cleavage-activating Protein (SCAP) 
Gen , Steroid acute regulatory Protein (StAR) Gen, Stero- 
id-llP-Hydroxylase (CYP11B1) Gen , Sterol-27 -Hydroxylase 
Gen, Sterol regulatory element-binding protein (SREBP) -la 
Gen, Sterol regulatory element-binding protein (SREBP) -lc 

15 Gen , Sterol regulatory element-binding protein (SREBP) -2 
Gen, Very low density lipoprotein (VLDL) Rezeptor Gen . 

Fur das Studium neurologischer Risiken ist 
beispielsweise ein Chip umfassend Sequenzen aus der nach- 
folgend aufgefuhrten Gruppe gunstig (bevorzugte Sequenzen 

20 unterstrichen) : 

A-beta precursor Gen, Adenosin monophosphate 
deaminase Gen, Alpha 2-monoglobulin Gen, Alpha- 1 -Ant ichy- 
motrypsin Gen , Alpha- 1- trypsin Gen, Alpha-2 Macroglobulin 
Gen , Alpha-ketoglyterate dehydrogenase Gen, Amyloid beta- 

25 protein precursor Gen , Amyloid precursor Protein Gen , 

Amyloid precursor-like Protein 1 Gen , Amyloid precursor- 
like Protein 2 Gen , Antitrypsin Gen, Apolipoprotein (a) 
Gen , Apoliprotein AI-CIII-AIV Gen cluster , Apolipoprotein 
E (epsilon 2 ) , Apoliponrotein E (epsilon 4) , Apolipopro- 

30 tein E Gen, Apolipoprotein E Rezeptor 2 Gen , Bcl-2 Gen, 
Beta-amyloid precursor Protein Gen , Beta-nerve growth 
factor Gen, Calbindin-D Gen, Captase Gen, Cathepsin D 
Gen, CD36 Gen, Clusterin Gen, Cyclooxygenase-2 Gen, Cy- 
statin C Gen , Cytochrome C Oxidase 1 Gen, Cytochrome C 

35 Oxidase 2 Gen, Cytochrome Oxidase Gen, Dihydrof olate Re- 
duktase Gen, Dihydrol ipoylsuccinyl trans f erase (DLST) Gen, 



Endopeptidase 1 Gen, Estrogen-Bel xL Gen, Fe65L2 Gen, 
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Gamma-synuclein Gen, Gelsolin Gen, GLUT1 Glukose Trans- 
porter Gen, GLUT 4 Glukose Transporter Gen, Glutaminsaure 
Decarboxylase Gen, Glutation S-transf erase Gen, HLA-A2 
Gen, Interleukin-1 Gen, Interleukin-6 Gen, Interleukin-8 
5 Gen, L-3-Hydroxyacyl-Coenzym A Dehydrogenase Gen, Li- 

pooxygenase Gen, Low density lipoprotein receptor-related 
Protein (LRP) Gen , Low density lipoprotein Rezeptor Gen , 
Makrophagen Scavenger Rezeptor (SR-A) Gen, Makrophagen 
Scavenger Rezeptor (SR-BI) Gen, Methylene-tetrahydrof o- 

10 late Reduktase Gen , Myeloperoxidase Gen, NF- K B Gen , Nie- 
mann-Pick CI Protein Gen , Non-A-beta component for amy- 
loid (NAC) peptide Gen, Notch Gen, Ornithine transcar- 
bamylase Gen, Presenilin 1 Gen , Presenilin 2 Gen , Prion 
Protein Gen (PRNP) J«=ii , Prostaglandin E2 Gen, Serotonin 

15 Gen, Serotonin Transporter Gen, Site-1 Protein (SIP) Gen , 
Site-2 Protein (S2P) Gen , SREBP cleavage-activating Pro- 
tein (SCAP) Gen , Sterol regulatory element-binding pro- 
tein (SREBP) -la Gen , Sterol regulatory element -binding 
protein (SREBP) -1c Gen , Sterol regulatory element-binding 

20 protein (SREBP) -2 Gen , Superoxid dismutase gene Gen , Tau 
(Protein) Gen , Very low density lipoprotein (VLDL) Rezep- 
tor Gen , Xllalpha Protein Gen, X11L2 Gen. 

Ferner sind die Polymorphismen, Verfahren und 
Chips der vorliegenden Erfindung auch geeignet urn alfal- 

25 lige Risikopatienten fur die Behandlung mit speziellen 
Medikamenten zu ermitteln, wie eine Behandlung mit Pro- 
tease-Hemmern bei HIV-Inf izierten . 

Die vorliegende Erfindung wird nun anhand von 
Beispiel^n naher erlautert . Die Erfindung ist aber nicht 

30 auf die im experimentellen Teil beschriebenen Beispiele, 
resp. die darin explizit genannten Ausf uhrungsf ormen, be- 
schrankt . 
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Experimenteller Teil 

Vorbemerkungen 

5 Die Polymorphismen wurden ermittelt, indem 

Oligonukleotide zu Intronsequenzen im Exon/Intron-Grenz- 
bereich synthetisiert wurden, so dass auch allfallige 
Spleissvarianten erfasst werden konnten. In der Folge 
wird das genaue Vorgehen bei der Detektion der vorliegend 
10 relevanten Polymorphismen sowie deren Untersuchung im De- 
tail beschrieben. 

Probanden 

15 Es wurden insgesamt 3' 078 Personen in die 

Studie aufgenommen. DNA Polymorphismen und seltene Muta- 
tionen in fiinf verschiedenen Genen wurden untersucht. In 
alien Personengruppen wurden Individuen mit TC Plasmakon- 
zentrationen unter der 90. Percentile, standardisiert fur 

20 Alter und Geschlecht, als normocholesterinamisch (NC) be- 
zeichnet; Individuen mit TC Plasmakonzentrationen uber 
der 90. Percentile als hypercholesterinamisch (HC) . 1'685 
Probanden aus verschiedenen prospektiv untersuchten Zu- 
f allsstichproben wurden eingeschlossen. 63 0 Individuen 

25 waren aus der "Swiss PREvalence for Apolipoprotein De- 
fects" (SPREAD) Studie, einer grossen Querschnittsunter- 
suchung, die unverwandte, mannliche Individuen aus den 
deutsch-, franzosisch- und romanischsprachigen Teilen der 
Schweiz einschloss, die fur den Militardienst rekrutiert 

30 wurden. Weitere 324 Individuen wurden von der Interdiszi- 
plinaren Altersstudie (IDA) eingeschlossen. Weitere 413 
altere Individuen wurden eingeschlossen, die aufgrund ei- 
ner vermuteten Beeintrachtigung der Gedachtnisf unktion 
untersucht wurden, aber nicht aufgrund einer Hyperchole- 

35 sterinamie. Diese Individuen aus der Basler Memory Clinic 
(BMC) wurden als weiteres Kontrollkollektiv in die Studie 
aufgenommen. 318 betroffene und/oder nicht betroffene In- 
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dividuen wurden von der " Study to Investigate the Molecu- 
lar Basis of Hypercholesterolemia in Switzerland in Hy- 
perlipidemic Individuals by Pedigree Analysis" (SIBSHIP) , 
einer Unterstudie des schweizerischen MED PED (Make Early 
5 Diagnosis - Prevent Early Death) -Progranims , eine multina- 
tionalen Studie unter der Schirmherrschaf t der WHO, in 
die Studie auf genommen . 871 Individuen wurden von Kollek- 
tiven mit vermuteten primaren und sekundaren Hyperlipo- 
proteinamien eingeschlossen. Die ruolekulare Diagnose be- 

10 ruhte auf der Identif ikation der zugrundeliegenden Muta- 
tion (f amiliar-def ektive3 Apo B (FDB) , familiare Dysbeta- 
lipoproteinamie (FDL) , familiare Hypercholesterinamie, 
molekular diagnostiziert (FHM) oder mittels Kosegrega- 
tions-Analyse (FHM) ) . Die klinische Diagnose von familia- 

15 ren Formen der Hypercholesterinamie beruhte auf Gesamt- 
und/oder LDL-Cholesterinwerten oberhalb der 90. Percenti- 
le und einer Familienanamnese mit mindestens zwei weite- 
ren Familienmitgliedern mit Hypercholesterinamie. Indivi- 
duen mit Familien mit diesen Merkmalen und Triglyzerid- 

20 werten < 3.7 mmol/L und/oder Sehnenxanthomen wurden als 
familiare Hypercholesterinamie, klinisch diagnostiziert, 
klassif iziert (FHC) . Familien mit Individuen ohne 
Xanthome sowie Triglyzeridwerten ^3.7 mmol/L wurden als 
f amiliar-kombinierte Hyperlipidamie (FCH) bezeichnet. 

25 Insgesamt 298 Personen stammten aus der "Study on the mo- 
lecular basis of Triggers Activating a Rise in Triglyce- 
rides and cholesterol in Endocrinological and Renal Di- 
seases" (STARTER) . Ein Kollektiv von 130 Personen mit 
biochemisch bestatigtem Diabetes mellitus (Niichtern- 

30 Plasma-Glukosewerte > 7.8 mmol/L) (DIA) , 78 Individuen 

mit Hypothyreose und 14 Individuen mit Niereninsuf f izienz 
(Kreatinin Clearance < 50ml/min) (RIN) wurden in die Stu- 
die eingeschlossen. Bei alien Personen wurden mindestens 
Alter, Geschlecht und Gesamtcholesterinkonzentrationen 

35 ohne lipidsenkende Behandlung und die klinische bzw. mo- 
lekularbiologische Diagnose erf asst. Mit Ausnahme der 
SPREAD Studie wurden die Personen zusatzlich ausfuhrlich 
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klinisch charakterisiert . In der IDA, BMC, SIBSHIP und 
STARTER Studie wurden Grosse, Gewicht, Body-Mass -Index, 
Blutdruck, das Vorhandensein oder Fehlen von klinischen 
Anzeichen der Hypercholesterinamie ( Sehnenxanthome , Xan- 
5 thelasmen und Arcus lipoides) und Zeichen und Symptome 
von koronarer Herzkrankheit , zerebrovaskularen Erkrankun- 
gen und peripher-arterieller Verschlusskrankheit , sowie 
biochemische Parameter wie Plasmakonzentrationen von Ge- 
samtcholesterin, LDL-Cholesterin, HDL-Cholesterin, 

10 Triglyceride und Schilddriisen-stimulierendes Hormon (TSH) 
bestimmt. Die Dokumentation beinhaltete auch die person- 
liche Anamnese einer koronaren Herzkrankheit, einer zere- 
brovaskularen Erkrankung, einer peripher-arteriellen Ver- 
schlusskrankheit, einer Schilddrusenerkrankung, eines 

15 Diabetes m.ellitus, das Ausmass von Alkohol- und Zigaret- 
tenkonsum (in pack years) und, in den SIBSHIP- und 
STARTER -Studi en, eine ausfuhrliche Familiengeschichte mit 
zusatzlichen Lipoproteinanalysen (z.B. Lipoprotein (a) 
[Lp(a)] # Apolipoprotein B etc.). Bei alien diesen Perso- 

20 nen wurden die Proben fur die weiteren Tests anonymi- 
siert . 

Material 

25 

Es wurden Thermus aquaticus DNA Polymerase 
und Desoxynukleotide von Perkin Elmer Cetus Corporation 
(Norwalk, CT, USA) und von Qiagen (Milden, Deutschland) 
verwendet. Die Restriktionsendonukleasen waren von New 

30 England Biolabs Inc. (Beverly, MA, USA) und vorgefarbte 
Protein-Molekulargewichts-Marker und DNA-Molekular- 
gewichts -Marker von Roche Diagnostics (Basel, Schweiz) . 
Die verwendeten Oligonukleotide wurden durch die Micro- 
synth Inc. (Balgach, Schweiz) synthetisiert . Die DNA wur- 

35 de in 200 ul Reaktionsgef assen mittels PCR Maschinen von 
Perkin Elmer (GeneAmp® PCR-System 9700) und Stratagene 
(RoboCycler® Gradient 96 temperature cycler, Stratagene, 
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La Jolla, CA, USA) amplif iziert . Es wurde Agarose von 
.{>ioRad (Irvines, CA, USA) und Polyacrylamid (Acrylamid: 
Bisacrylamid 37.5:1) von Oncor Inc. (Gaithersburg, MD, 
USA) verwendet. Vorgegossene GMA™ Wide Mini S-50 Gele und 
5 Spreadex EL 3 00 Wide Mini S-100 Gele wurden von Elchrom 
Scientific (Cham, Schweiz) gekauft. Vorgegossene Gele fur 
die Polyacrylamidgelelektrophorese (Ready Gels 10%) waren 
von BioRad. [a- 32 P] dCTP und Hybond-C Extra-Nitrozellu- 
lose-Membranen waren von Amersham International ( Bucking - 
10 hamshire, UK) . DHSoc Bakterien und lkb-DNA-Leitern waren 
von GIBCO BRL , Life Technologies (Paisley, UK); QIAmp 96 
DNA blood-Kits, Genomic tip-Kits, QIAquick Extraktions- 
und PCR Purif ikations-Kits, QIAprep Spin Miniprep-Kits 
und QIAGEN Plasmid Midi-Kits waren von Qiagen. 

15 

Methoden 

Die in die Studie eingeschlossenen Individuen 

20 wurden fur zwei bekannte DNA-Polymorphismen im Apolipo- 
protein E-Gen, die beide einen Aminosaurenaustausch be- 
wirken (C112R, R158C) , eine in der Schweizer Bevolkerung 
mit hoher Pravalenz vorkommende DNA-Mutation im Apolipo- 
protein B-100 Gen, die einen Aminosaurenaustausch 

25 (R3'500Q) verursacht, fur einen neuen DNA-Polymorphismus 
im SREBP-1 -Gen (G1028G) , der zu keinem Aminosaureaus- 
tausch fuhrt, und fur einen neuen Polymorphismus im 
SREBP-2-Gen, der zu einem Aminosaureaustausch (A595G) 
fuhrt, getestet. Eine Untergruppe dieser Personen, bei 

30 denen weitere Familienmitglieder mit Hypercholesterinamie 
untersucht wurden (SIPSHIP Studie) , wurde auf das Vorhan- 
densein von DNA-Restriktions-Fragmentlangen-Polymorphis- 
men im LDL-Rezeptor-Gen untersucht, was die Durchfuhrung 
von Kosegregationsstudien zur Bestatigung von LDL- Rezep- 

35 tordefekten erlaubte. Individuen aus der SIPSHIP Studie 
wurden zusatzlich systematisch fiir Mutationen im LDLR-Gen 
getestet . 
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1. Lipoprotein Analysen 

Nuchtern-Blutproben wurden von alien Perso- 
nen, die in die Studie eingeschlossen wurden, abgenommen . 
5 Lipid- und Lipoproteinanalysen wurden am Zentrallaborato- 
rium der Universitatskliniken Basel durchgefiihrt , mit 
Ausnahme einer Untergruppe aus der SIPSHIP Studie mit fa- 
mi liaren Formen von Hyperlipoproteinamien, die bei Stu- 
dieneintritt bereits behandelt waren und bei denen eine 

10 Auswaschperiode aufgrund ethischer Ueberlegungen nicht 
durchgefiihrt wurde. In dieser Untergruppe von Patienten 
wurden die Gesamtcholesterinkonzentrationen im Zentralla- 
bor vor Beginn der medikamentosen Behandlung (pretreat- 
ment TC) bestimmt, ^ 5.er die teilweise in anderen Labora- 

15 torien bestimmten Gesamtcholesterinkonzentrationen vor 
Behandlung wurden von ihren behandelnden Hausarzten er- 
fragt und in die Analyse aufgenommen. LDL-Cholesterin 
(LDLC) wurde mittels Heparin prazipitiert (Merck, Darm- 
stadt, Deutschland) und mit Hilfe der Friedewald-Formel 

20 errechnet. HDL-Cholesterin (HDLC) wurde prazipitiert mit- 
tels Phosphor-Wolf ram-Saure und Magnesium-Ionen (Roche 
Diagnostics) . Gesamtcholesterin (TC) , LDLC und HDLC Plas- 
makonzentrationen wurden mittels der enzymatischen kolo- 
rimetrischen Cholesterin 4-Aminophenazon (PAP) - Methode 

25 von Roche Diagnostics auf einem Hitachi analyzer, Modell 
737, gemessen. 

2 . DNA-Extraktionsmethode 

30 

Genomische Gesamt-DNA der in die Studie ein- 
geschlossenen Personen wurde aus weissen Blutzellen mit 
Hilfe der Aussalzmethode (1) , mit den friiher beschriebenen 
Modifikationen(2) , Oder mittels der QIAmp™ 96 DNA blood- 
35 Kits von Qiagen extrahiert. 
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3 . Einzel-Strang-Konf ormations-Polymorphismus 

(SSCP) 

a) Radioaktive Methode 

Urn LDL-Rezeptorgen-Mutationen nachzuweisen 
wurden alle 18 Exons des LDL-Rezeptor-Gens mittels der 
von Hobbs et al . (3 ) publizierten Oligonukleotide amplifi- 
ziert . 

Zur Vervielfaltigung von Exon 18c des SREBP- 
1-Gens inklusive der Exon-/Intron-Grenzen, urn auch 
Spleiss-Mutationen zu entdecken, wurde das folgende Paar 
von Oligonukleotiden verwendet: S1.18cF (Seq. id. Nr. 9): 
5 ' -TTATTTATAATCTGGGTTTTGTGTC-3 ' und S1.18cR (Seq. Id. Nr. 
10): 5 ' -GGGAAGAGCTAAGTTAAAAGTTGTG-3 ' . Urn Exon 10 des 
SREBP-2-Gens inklusive dessen Exon-/Intron-Grenzen zu am- 
plifizieren wurden die Oligonukleotide ScoRI S2.10F (Seq. 
Id. Nr. 15): 5 ' -CGGAATTCGCCAGTGACCATTAACACCTTTTGA-3 ' und 
EcoRX S2.10R (Seq. Id. Nr. 16): 5'- 

CGGAATTCTGCAGCAAGCCAGTCATCAGCAGCT- 3 ' verwendet. Die PCR 
wurde in einem Endvolumen von 6]il in lx PCR Puffer (Per- 
kin Elmer) unter Verwendung von 1.0 U Tag Polymerase 
(Qiagen) , 74 kBq [a- 32 P] dCTP (Amersham) mit einer Endkon- 
zentration von 1.5 mM MgCl 2 , 420 uM jeder der vier dNTP 
(Qiagen) und 8.3 uM jeder der beiden Oligonukleotide 
durchgef uhrt . 

Fur SSCP des LDL-Rezeptor-Gens wurde genomi- 
sche DNA (200ng) unter den folgenden PCR Bedingungen am- 
plifiziert: 95°C, 180 S^k. (1 Zyklus) ; 95°C f 45 Sek. ; 
58^0, 30 Sek.; 72°C, 120 Sek. (29 Zyklen) . Fur SSCP der 
SREBP-1 und SREBP-2 Gene wurden 200ng genomischer DNA wie 
folgt PCR amplifiziert: 95°C, 180 Sek. (1 Zyklus); 95°C, 
60 Sek.; 5800, 30 Sek. ; 72°C / 60 Sek. (30 Zyklen). An- 
schliessend an die PCR wurden 25 ]il Denaturierungs-Puf f er 
(95 % Formamid, 0.05 % Bromphenolblau, 0.05 % Xylencya- 
nol, 2 0 mM EDTA) der PCR Mischung zugegeben. Nach 5 Minu- 
ten Denaturierung bei 95 °C wurden 6 ul der Mischung auf 
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ein 7 % Polyacrylamidgel (Acrylamid: Bisacrylamid Mi- 
schung 37.5:1), 2x TBE, 1.37 M Glyzerol, Geldicke 0.75 
mm) geladen und das Gel wurde in lx TBE Puffer bei 4°C in 
einem Kuhlraum Oder bei Raumtemperatur bei 15-2 0 V/cm fur 
5 12-16 Stunden laufen gelassen. Danach wurde das Gel mit 
Hilfe eines Vakuumtrockners bei 80°C eine Stunde lang ge- 
trocknet und Kodak X-OMAT AR Filme wurden bei Raumtempe- 
ratur 3-3 6 Stunden belichtet. 

10 

b) Nicht-rad^oaktive Methode 

Zur nicht-radi oaktiven Identif izierung von 
Sequenzvariationen in Exon 10 des SREBP-2 Gens inklusive 

15 seiner Exon-/Intron-Grenzen wurden die Oligonukleotide 

EcoR I S2.10F und Eco R I S2.10R verwendet. Die PGR wurde 
in einem Endvolumen von 11 \il in lx PCR Puffer (Qiagen) 
unter Verwendung von 1.0 U Taq Polymerase (Qiagen) und 
Endkonzentrationen von 1.5 mM MgCl 2 , 909 uM jeder der 

20 vier dNTP (Qiagen), und 4.6 jiM jeder der beiden Oligonu- 
kleotide durchgefuhrt . Genomische DNA (lOOng) wurde unter 
den folgenden Bedingungen amplif iziert : 95°C, 180 Sek. (1 
Zyklus); 95°C, 60 Sek.; 58°C, 30 Sek; 72°C, 60 Sek. (29 
Zyklen) . Anschliessend an die PCR wurden 25 ]il Denaturie- 

25 rungs- bzw. Lade-Puffer (97 % Formamid, 0.05 % Bromphe- 
nolblau; 0.05 % Xylencyanol, lOmM NaOH) der PCR Mischung 
zugegeben. Nach 5 Minuten Denaturierung bei 92 °C und so- 
for tiger Abkiihlung auf Eis fur 10 Minuten wurden 6 pi der 
Mischung auf Elchrom GMA Wide Mini S-50 Gele geladen und 

30 mit lx TAE Puffer (Puffer Temperatur 9°C) bei 6 V/cm in 
einer Elchrom Sea 2 000 Elektrophorese Kammer fur 14 Stun- 
den laufen gelassen. Nach Entfernung des Stutzplastiks 
wurde das Gel 40 Minuten lang in 50 ml SYBR® Gold ( Ar- 
beit slosung nach Angaben des Herstellers Molecular Pro- 

35 bes) in 0.75 x Standard TAE Puffer (4) auf einem Schutt- 
ler gefarbt. Nach 40-minutiger Entfarbung in 100 ml de- 
stilliertem Wasser auf einer Schuttelmaschine wurde das 
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Gel analysiert mittels 3 02 run UV Durchleuchtung und unter 
Verwendung eines Gel Doc 1000 Systems von BioRad digita- 
lisiert . 

5 

4. Sequenzierung von LDL-Rezeptor-Gen- 
Mutationen und SREBP-1, Exon 18c # und SREBP-2, Exon 10, - 
Mutationen 

Die entdeckten Sequenzvariationen wurden wei- 

10 ter analysiert mittels Subklonierung amplif izierter Exone 
und anschliessender Sequenzierung des Inserts. Beim LDL- 
Rezeptor-Gen wurde die PCR-Amplif izierung der entspre- 
chenden Exone mittels der oben beschriebenen Oligonukleo- 
tide durchgefuhrt (3) . Im SREBP-l-Gen wurde die PCR- 

15 Amplif ikation des Exon 18c mittels Oligonukleotiden, die 
zusatzliche EcoR I-Schnittstellen besassen, durchgefuhrt; 
EcoR I.S1.18cF (Seq. Id. Nr. 11): 5'- 
CGGAATTCTGAAATTATTTATAATCTGGGTTTTGTGTC -3' und EcoR 
I . S 1 . 1 8cR ( Seq . Id . Nr . 12 ) : 5 1 -CGGAATTCATCGGGGAAGAGCTAAG 

20 TTAAAAGTTGTG-3 ' . Im SREBP-2 Gen wurde die PCR Amplif ika- 
tion des Exon 10 mittels EcoR I S2.10F: und EcoR I 
S2 . 10R : durchgefuhrt . 

Die Amplif ikationsreaktionen wurden in einem 
Endvolumen von 50 \il mit lx PCR Puffer (Qiagen) unter 

25 Verwendung von 2.5 U Tag Polymerase (Qiagen) und Endkon- 
zentrationen von 1.5 mM MgCl2, 500 pM jeder der dNTP 
(Qiagen) und 2.0 jiM jeder der beiden Oligonukleotide aus- 
gefiihrt. Die folgenden Temperaturen wurden mittels eines 
Robocyclers erreicht: 95°C / 45 Sek.; 58°C, 30 Sek.; 72°C, 

30 45 Sek. (30 Zyklen) . Die amplif izierten Fragmente (50 \xl) 
wurden auf ein 1 % Agarosegel, das 0.6 yg/ml Ethidiumbro- 
mid enthielt, geladen, ausgeschnitten und mittels des 
QIAquick™ Extraktions-Kits (Qiagen) gereinigt. Das DNA- 
Fragment wurde mit 20 U EcoR I fur mindestens 3 Stunden 

35 verdaut und mit Hilfe des QIAquick™ PCR Purif ikations- 

Kits gereinigt. Der Vektor pcDNA 3.1 His A (3-5 ug) wurde 
mit 40 U EcoR I fur drei Stunden verdaut. Im Anschluss 
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daran wurden 20 U Kalb-Intestinal-Peptid (Roche Diagno- 
stics) dazugegeben und fur 1 Stunde bei 37 °C inkubiert. 
Der Vektor wurde mit dem QIAquick™ PCR Purif ikations-Kit 
gereinigt und mit 50 ill Wasser eluiert. Die Ligation wur- 
5 de mittels des Ligations-Kits von Takara durchgef uhrt . 
Das gereinigte PCR Produkt (4 ul) und der gereinigte 
pcDNA3 . 1 His A Vektor (1 wurden entsprechend den Emp- 

fehlungen des Herstellers ligiert und in E.Coli DH5oc Bak- 
terien (Life Technologies) mittels der Hitzeschockmethode 

10 (42°C fiir 45 Sek.) transf ormiert . Von Personen mit dem 

Wildtyp, gemass den SSCP Resultaten, und von Personen mit 
der Sequenzvariation wurden 5-7 Kolonien ausgewahlt und 
in 10 \il Wasser resuspendiert . Die Genotypisierung zur 
Festlegung des Vorhandenseins der Sequenzvariation wurde 

15 mit 2 ul der Bakteriensuspension und SSCP-Methoden , wie 
oben beschrieben, durchgef uhrt . Unabhangige Klone jeder 
der zwei Zustande (Wildtyp/Mutation) aus zwei unabhangi- 
gen PCR wurden sequenziert. Die DNA- Sequenzierung wurde 
durch die Microsynth AG durchgefuhrt mittels der Dideoxy- 

20 Ketten-Terminations-Methode. Urn die Klone zu expandieren 
wurden 5 ul der iibriggebliebenen Suspension zu 3 ml LB 
Medium, das 100 ug/ml Ampicillin enthielt, gegeben und 
liber Nacht bei 37°C inkubiert. Von 1 . 5 ml der Bakterien- 
suspension wurde die Plasmid-DNA gereinigt unter verwen- 

25 dung des QIAprep™ Spin Miniprep-Kits (Qiagen) . 

5. Test auf Apolipoprotein E-Mutationen # die 
die Plasmacholesterin-konzentration beeinf lussen 

30 

Die beiden haufigen Apolipoprotein E Ami- 
nosaurepolymorphismen C112R und R158C wurden mittels PCR 
Amplif ikation und anschliessender Verdauung mit Hha I 
bzw. des Isoschizomers Cfo I nach dem Protokoll von Hix- 
35 son und Vernier (5) identif iziert . 
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6. Test auf Apolipoprotein B-Mutationen, die 
die Plasmacholesterin-konzentration beeinf lussen 

Drei unterschiedliche molekularbiologische 
5 Methoden wurden verwendet, um Mutationen zu suchen, die 
zu einem Aminosaureaustausch an Position 3 '500 des Apoli- 
poprotein B-Gens fiihren. Proben von Personen aus der 
SREAD Studie (2) mit Gesamtcholesterinkonzentrationen < 
4.5 mmol/L wurden gepoolt (25 Proben) und mittels der Me- 

10 thoden von Ruzicka et al . , 1992(6)und von Schuster et 

al.(7) auf Mutationen getestet. Personen mit Gesamtchole- 
sterinkonzentrationen > 4.5 mmol/L und positive Pools aus 
der SPREAD Studie, als auch alle anderen Proben, die bis 
1996 untersucht wurden, wurden einzeln mittels allelspe- 

15 zifischer, asymmetrischer PCR, wie oben beschrieben (2), 
getestet. Von 1996 an wurde diese Methode durch eine si- 
te-directed Mutagenese-PCR-Technik, die eine Msp I Re- 
striktionsschnitts telle bei Wildtypproben einfuhrt, er- 
setzt. Die darauf f olgende Verdauung mit Msp 1(8) ermog- 

20 lichte die Identif izierung von Patienten mit der R3'500Q 
Mutation. 



7. Methoden zur 
25 Exon 18c, und SREBP-2, Exon 
Restriktionsenzymverdauung 



Identif ikation der SREBP-1, 
10 , -Polymorphismen mittels 



Im SREBP-1 Gen wurde das gesamte Exon 18c 
mittels des Primerpaars S1.18cF und S1.18cR amplif iziert ; 

30 Exon 18c enthalt den Poiymorphismus , der eine variable 
Xmn I Schnittstelle generiert. Im SREBP-2 Gen wurde le- 
diglich der 5' Teil des Exon 10 amplif iziert , der den Po- 
iymorphismus enthalt, der eine variable Msp I Restrikti- 
ons-schnittstelle generiert. Auf diese Weise wurde ver- 

35 hindert, dass weitere Msp I-Schnittstellen amplifiziert 
wurden, und ein komplexes Restriktionsmuster wurde ver- 
mieden. Beim SREBP-2 Gen wurden die folgenden Oligonu- 
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kleotide verwendet: S2.10P.F (Seq. Id. Nr. 13) :5'- 
GCCAGTGACCATTAACACCTTTTGA- 3 ' und S2 . 1 OP . R ( Seq . Id . Nr . 
14) : 5 ' -TCGTCTTCAAAGCCTGCCTCAGTGGCTGGC-3 ' . 

Zur Darstellung des SREBP-l-Polymorphismus 
5 wurden 80 ng genomischer DNA von den untersuchten Perso- 
nen unter den nachf olgenden PCR Bedingungen amplif iziert : 
95°C / 240 Sek. (1 Zyklus) ; 95°C, 60 Sek.; 55°C, 60 Sek.; 
72°C / 90 Sek. (33 Zyklen) . In einem Ge s am tvo lumen von 25 
Vil wurden 2.0 yM von jedem der beiden Oligonukleotide, 

10 400 uM jeder der dNTP (Qiagen) , lx PCR Puffer (1.5 mM 

MgCl 2 Endkonzentration, Perkin Elmer) und 0.6 U Tag Poly- 
merase (Qiagen) gemischt. Vom nicht-gereinigten Amplikon 
wurden 20 ]il in lx NE Puffer mittels 16-32 U Xmn I (New 
England Laboratories), 0.2 ul lOmg/ml BSA und einer Inku- 

15 bationstemperatur von 37°C fur 5 Stunden verdaut . 

Zur Darstellung des SREBP-2 Polymorphismus 
wurden ca. 100 ng genomischer DNA mittels PCR unter den 
folgenden Bedingungen amplif iziert : 95°C, 30 Sek.; 58°C, 
30 Sek; 72°C, 90 Sek. (30 Zyklen) . In einem Gesamtvolumen 

20 von 25 ul wurden 1.37 von jedem der beiden Oligonu- 
kleotide, 390 uM jeder der dNTP (Qiagen) , lx PCR Puffer 
(1.5 mM MgCl2 Endkonzentration, Perkin Elmer) und 0.75 U 
Taq Polymerase (Qiagen) gemischt. Vom resultierenden Am- 
plikon wurden 20 ]xl in lx NE Puffer mittels 16 U Msp I 

25 und einer Inkubationstemperatur von 37°C fur 5 Stunden 
verdaut. Zur Identif ikation der zwei Polymorphismen wur- 
den 6-8 |il der verdauten Reaktionsgemische auf 10 % Po- 
lyacryiamid Ready Gele (BioRad) geladen und mit lx TBE 
Puffer bei Raumtemperatur auf 18-22 V/cm fur 25-35 Minu- 

30 ten laufen gelassen. Die Gele wurden daraufhin in einer 
50 ml 0.5 ug/ml Ethidiumbromid-Losung fur 5 Minuten ge- 
farbt und mittels eines Gel Doc 1000 Systems von BioRad 
bei einer Wellenlange von 3 02 nm UV Licht digitalisiert . 
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8. Untersuchung auf LDL-Rezeptor-Mutationen 
als Ursache fur erhohte Plasmacholesterin-Konzentrationezi 

Bei einer Untergruppe von 48 Personen wurde 
5 die klinische Diagnose einer familiaren Hypercholeste- 
rinamie aufgrund eines LDL-Rezeptor Defektes bestatigt 
mittels Kosegregationsstudien unter Verwendung von 10 
verschiedenen RFLP im LDL-Rezeptorgen (9,10). Bei 110 von 
insgesamt 44 6 Familien wurden alle Exone des LDL- 
10 Rezeptorgens mittels SSCP (radioaktive Methode) und der 
publizierten Oligonukleotide (3) untersucht. Bei 22 Fami- 
lien wurde das Vorhandensein von LDL-Rezeptor Mutationen 
durch Subklonieren und Sequenzieren von Exonen, die Se- 
quenzvariationen aufwiesen, bestatigt. 

15 

9. Statistische Analyse: Populationsgenetik 

Die Daten des Geneva Survey, einer Studie bei 
20 Schulkindern (13) und Daten aus der Swiss MONICA Studie 
(3,341 Individuen eingeschlossen (14)), wurden verwendet, 
urn alters- und geschlechtsspezif ische 90-er Perzentilen 
fur Gesamtcholesterin und Triglyzeride in der Schweiz zu 
generieren. Alle Berechnungen wurden auf Mackintosh G3 
25 Computern unter Verwendung der FileMaker® Datenbank 

CARDIOFILE, der StatView® und SuperANOVA® Programme ausge- 
f uhrt . 

Individuen mit Plasmacholesterin- 
Konzentrationen unter der 90-er Perzentile wurden als 

30 normocholesterinamisch (NC) bezeichnet, Individuen mit 
Gesamtcholesterin-konzentrationen uber der 90-er Perzen- 
tile als hypercholesterinamisch (HC) . Bei beiden Gruppen 
wurde der Einfluss des Vorhandenseins der Apo E Mutatio- 
nen C112R, R158C, und der neuen Aminosaurepolymorphismen 

35 im SREBP-2 Gen (A595G) und im SREBP-1 Gen (G1028G) mit 
Hilfe multivariater Testverf ahren bestimmt. 
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10. Auswertung der nach obigen Angaben erhal- 
tenen Resultate 



5 10.1 Assoziation zwischen Polyxnorphismen in 

den SREBP-1 und -2 Genen mit Plasma- cholesterinkonzen- 
trationen 



10 



10.1.1. Nachweis von Mutationen in den SREBP- 
1 and -2 Genen mit PIC-Weri ;n iiber 0.25 



Ein Personenkollektiv wurde auf das Vorhan- 
densein von Sequenzvariationen mittels der Einzelstrang- 

15 Konf ormation-Polymorphismus-Methode (SSCP) untersucht . 

Ziel war der Nachweis von Polymorphismen, deren Vorkommen 
eine Haufigkeit erreicht, dass populationsgenetische Un- 
tersuchungen vorgenommen werden konnen. Dazu wurde ein 
Polymorphismusinformationsgehalt (PIC) - Wert von liber 

20 0.25 festgelegt. Die zwei durch die Einzelstrang- 

Konf ormation-Polymorphismus-Methode nachgewiesenen Se- 
quenzvariationen, die eine im Exon 18c des SREBP-1 Gens 
und die andere im Exon 10 des SREBP-2 Gens, erfullen die- 
se Bedingung und wurden deshalb weitergehend charakteri- 

25 siert. Exon 18c des SREBP-1 Gens und Exon 10 des SREBP-2 
Gens von Personen, die die entsprechenden, vom Wildtyp 
abweichenden SSCP - Muster aufwiesen, wurden amplifi- 
ziert. Diese Exonsequenzen wurden subkloniert und sequen- 
ziert . 

30 Figur 1A zeigt das Chromatogramm einer Per- 

son, die Trager eines DNA Polymorphismus an Aminosaurepo- 
sition 1028 im Exon 18c des SREBP-1 Gens (G1028G) ist. 
Figur IB zeigt das Chromatogramm einer Person, bei der 
ein DNA Polymorphismus, der zu einem Aminosaureaustausch 

35 an Position 595 im SREBP-2 Gen fiihrt (A595G) , nachgewie- 
sen wurde. 
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Im SREBP-1 Gen fand sich eine Basensubstitu- 
tion C -> G im Exon 18c. Diese Basensubstitution fuhrt 
nicht zu einem Aminosaureaustausch, generiert aber eine 
Xmn I Restriktionsschnittstelle (Figur 1A) . Im SREBP-2 
5 Gen wurde eine Basensubstitution C — > G entdeckt . Diese 
Basensubstitution fuhrt zu einem Austausch von Alanin zu 
Glycin in der Aminosauresequenz und generiert eine zu- 
satzliche Restriktionsschnittstelle Msp I (Figur 1) . 

Die entsprechenden PIC - Werte, die aus alien 

10 eingeschlossenen Personen mit Ausnahme der verwandten In- 
dWiduen aus der SIBSHIP Studie (N=2'446) errechnet wur- 
den, betrugen 0.3 68 fur den SREBP-1 -Genpolymorphismus und 
0.300 fur den SREBP-2- Genpolymorphismus. Urn grossere 
Kollektive hinsichtlich dieser Polymorphismen screenen zu 

15 konnen, wurde fur jeden der beiden Polymorphismen eine 
Methode entwickelt, die auf einer PCR Amplif ikation des 
entsprechenden DNA Abschnitts und darauf f olgender Re- 
striktionsenzymverdauung beruht (Figur 2). Weder der 
G1028G Polymorphismus noch der A595G Polymorphismus wi- 

20 chen signifikant vom Hardy - Weinberg Gleichgewicht ab 

(P>0.70 bzw. P> 0.10, wenn ein rezessiver Effekt zugrunde 
gelegt wurde) . Bei HeLa Zellen wurde der G1028G Polymor- 
phismus nur auf einem der beiden Allele entdeckt (hetero- 
zygot hinsichtlich des G1028G Polymorphismus (12)). Die 

25 A595G Mutation konnte bei HeLa Zellen nicht nachgewiesen 
werden (homozygot hinsichtlich des A595A Polymorphismus 
(11) ) . 

3 0 10.1.2. P opu la t ions gene tik 

Insgesamt wurden 3' 07 8 Individuen untersucht; 
2600 Individuen, bei denen Gesamtcholesterinwerte ohne 
Behandlung gemessen wurden, wurden hinsichtlich der Muta- 
35 tionen und Polymorphismen in vier Genen getestet. Eine 
Untergruppe von 954 Personen setzte sich aus Zufalls- 
stichproben von Querschnittsuntersuchungen zusammen 
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(SPREAD, IDA) , 318 war en nicht verwandte Individuen aus 
der SIBSHIP Studie (eine nicht betroffene Person pro Fa- 
milie und alle Ehegatten, Schwager und Schwagerinnen, die 
genetisch unverwandt waren (REL) ) . Insgesamt 871 Personen 

5 wurden aus Patientenkollektiven mit primaren und sekunda- 
ren Hyperlipoproteinamien eingeschlossen. Alle 3' 078 In- 
dividuen der Patienten- und Kontrollkollektive wurden auf 
das Vorhandensein der Mutation im Apo B-100 Gen, die zu 
einem Aminosaureaustausch bei Position 3' 500 fiihrt, gete- 

o stet, urn Patienten mit FDB in Kontrollkollektiven und den 
Patientenkollektiven mit Hyperlipoproteinamien zu identi- 
fizieren. Urn Patienten mit familiarer Dysbetalipoprotein- 
amie zu identif izieren, wurden alle 3' 078 Individuen auf 
das Vorhandensein der Mutation im Apo E Gen bei Aminosau- 

5 reposition 158 (E2 Allel) sowie auf das Vorhandensein der 
Mutation bei Position 112 (E4 Allel) untersucht. Das Vor- 
handensein von LDL-Rezeptor-Gendef ekten fiihrt generell zu 
einem signif ikanten, d.h. zwei- oder dreifachen Anstieg 
der Gesamtcholesterinkonzentrationen, weshalb nur Patien- 

0 ten mit primaren Formen von Hyperlipoproteinamien und 
deutlich erhohten Gesamtcholesterinkonzentrationen auf 
das Vorhandensein dieser Mutationen hin untersucht wur- 
den. Tabelle 1 zeigt eine Uebersicht iiber die verschiede- 
nen Patienten- und Kontrollkollektive. Personen aus den 

5 Kontrollgruppen, die nachweislich unter bestimmten Sto- 
rungen litten, die zu primaren bzw. sekundaren Formen von 
Hyper lipoproteinamie fiihren, wurden ebenfalls in die Pa- 
tientenkollektive mit der entsprechenden Storung einge- 
schlossen. Somit ist die Summe der Personen aller Unter- 

0 gruppen yrosser als die .\nzahl der Individuen insgesamt 
(N=2'600). Tabelle 1 stratif iziert die Patienten- und 
Kontrollkollektive nach Individuen mit Gesamtcholesterin- 
konzentrationen unterhalb der 90er Perzentile (normocho- 
lesterinamisch, NC) und Individuen mit Gesamtcholesterin- 

5 konzentrationen oberhalb der 90er Perzentile (hyper- 
cholesterinamisch, HC) . 
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Die in Tabelle 1 aufgefuhrten Patienten- und 
Kontrollkollektive wurden auf das Vorhandensein des be- 
schriebenen Polymorphismus getestet mittels der oben er- 
lauterten Methoden (Screenen von Personenkollektiven mit 
5 hohem Durchsatz) . 

Drei weitere Gene wurden untersucht: das Apo 
E Gen ( Aminosaurepolymorphismen C112R und R158C) , das Apo 
B-100 Gen (Mutation bei Aminosaureposition 3 '500, 
R3'500Q). Im LDL-Rezeptor-Gen wurden Mutationen, die zu 

10 familiarer Hypercholesterinamie fuhren, mittels SSCP, 
darauf f olgender Amplif ikation der entsprechenden Exone, 
in denen Sequenzvariationen gefunden wurden, Subklonieren 
und Sequenzieren, identif iziert . 

Insgesamt 3' 078 Individuen wurden auf das 

15 Vorhandensein der Aminosauresubstitution im Apo B Gen ge- 
testet (R3'500Q), sowie auf das Vorhandensein von zwei 
Aminosaurepolymorphismen im Apo E Gen (C112R oder E4 Al- 
lel, R158C oder E2 Allel), von denen bekannt ist, dass 
alle drei Mutationen die Plasmacholesterinkonzentration 

20 modif izieren . 

Ausserdem sind 2' 600 Personen hinsichtlich 
eines neuen DNA Polymorphismus im SREBP-1 Gen (G1028G) 
untersucht worden, der als Marker benutzt wurde. Alle 
3' 078 Personen wurden hinsichtlich eines neuen DNA Poly- 

25 morphismus im SREBP-2 Gen (A595G) getestet, der zu einem 
Aminosaureaustausch f iihrt . 

Bei diesen Personen wurden die Plasmage- 
samtcholesterinkonzentrationen gemessen. Von den 3*078 
eingeschlossenen Personen nahmen 478 lipidsenkende Medi- 

30 kamente bei Studieneintritt ; Gesamtcholesterinko^.zentra- 
tionen ohne Behandlung standen nicht zur Verfiigung, wes- 
halb diese Personen von weiteren Untersuchungen ausge- 
schlossen wurden. Von den ubrigen 2 '600 Personen wurden 
dann, wie beschrieben, Plasmagesamtcholesterinkonzentra- 

35 tionen ohne Behandlung, standardisiert fur ein Alter von 
50 Jahren, in die weitergehende Analyse aufgenommen. Ta- 
belle 2 fasst die Resultate der Pravalenz der beiden Po- 
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lymorphismen in den entsprechenden Untergruppen der Pati- 
enten- und Kontrollkollektive sowie die gemittelten Ge- 
samtcholesterinkonzentrationen der verschiedenen Unter- 
gruppen im Verhaltnis zum Vorhandensein des Polymorphis- 
mus zusairanen. 

Insgesamt zeigte sich ein hoch signif ikanter, 
cholesterinsenkender Effekt der A595G Mutation im SREBP-2 
Gen (Tabelle 2, N=2'600; P=0.0005). Dieser Effekt war 
noch ausgepragter, falls die homozygoten Trager der C112R 
Mutation im Apo E Gen (E4/E4) (N=107) von der Untersu- 
chung ausgeschlossen wurden (N=2'493; P<0.0001). Verwen- 
dete man nur genetisch unverwandte Personen fur die Un- 
tersuchung, schloss also verwandte Personen aus der 
SIBSHIP Studie aus, sank die Wahrscheinlichkeit noch 
mehr, dass der Unterschied auf Zufall basierte <N=2'446, 
P=0.0003). Figur 3 zeigt die Analyse des Kollektivs un- ' 
verwandter Personen (N=2'446), welches sich aus alien In- 
dividuen mit Ausnahme der genetisch verwandten aus der 
SIBSHIP Studie zusammensetzte, nach Stratif izierung hin- 
sichtlich verschiedener Kriterien. Figur 3A and B veran- 
schaulichen den Effekt der G1028G und A595G Polymorphis- 
men bei zufallig ausgewahlten Individuen. Zuf allsstich- 
proben (als solche festgelegt) hinsichtlich Hyperchole- 
sterinamie waren die SPREAD und IDA Studien sowie die 
25 Kollektive unverwandter, nicht betroffener Individuen 
(RED, und Personen, die aufgrund von moglichen Beein- 
trachtigungen der Gedachtnisf unktion (MCS) ausgewahlt 
wurden. Aufgrund des Vorhandenseins einer Hypercholeste- 
rinamie wurden die restlichen Kollektive ausgewahlt 
(nicht zufallig) . Mittels Varianzanalysen (ANOVA, Scheffe 
Test) konnte ein signif ikanter Effekt fur den G1028G Po- 
lymorphismus nachgewiesen werden, wenn das Kollektiv hin- 
sichtlich der Auswahlgruppe (zufallig/nicht zufallig) 
stratifiziert wurde (P=0.0164). Ebenso konnte der Effekt 
in beiden Gruppen beziiglich der A595G Mutation gezeigt 
werden; ANOVA ergab eine Wahrscheinlichkeit, dass der Un- 
terschied auf Zufall basierte, von P<0.0001. Figuren 3C 
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und D zeigen die Stratif izierung hinsichtlich der 90er 
Percentile (NC, HC) . Beim G1028G Polymorphismus ergab 
sich ein signif ikanter Effekt unter Anwendung von ANOVA 
(P=0.0088). Bei der A595G Mutation zeigte die Analyse 
nach Berucksichtigung de- -usatzlichen Faktors ebenfalls 
eine Wahrscheinlichkkeit von P<0.0001. 

Ausserdem konnte der bekannte, cholesterinmo- 
difizierende Effekt der Apo E Gen Polymorphismen C112R 
(e4) und R158C (e2) im getesteten Untersuchungskollektiv 
gezeigt werden (N=2'600; P<0.0001). 

Figuren 3, E -~d F, verdeutlichen die Gen - 
Gen - Interaktionen zwischen Apo E und den SREBP-1 und -2 
Genen. Wurden alle 2' 600 Individuen in die Untersuchung 
eingeschlossen, war kein signif ikanter , cholesterinmodi- 
fizierender Effekt des G1028G Polymorphismus im SREBP-1 
Gen nachweisbar. Nach Einbeziehen der Effekte der Apo E 
Gene in der Analyse, war fur den G1028G Polymorphismus 
der Unterschied zwischen der homozygoten Form des Poly- 
morphismus (22) und den anderen zwei Allelen (11/12) 
nicht signif ikant (ANOVA, P=0.0722). Wurden jedoch homo- 
zygote oder heterozygote Trager der Apo E C112R (£4) Mu- 
tation ausgeschlossen (N=761) , war der Effekt des Fehlens 
des Wildtyp - Allels auf die Plasmagesamtcholesterinkon- 
zentrationen hoch signifikant (N=1'839; P<0.0001). Beim 
A595G Polymorphismus war der Unterschied zwischen der ho- 
mozygoten Form des Wildtyp (11) und der anderen beiden 
Allele (12/22) schon hoch signifikant (P=0.0002) nach 
Einbeziehen der Effekte der Apo E Gene in die Analyse. 
Wenn homozygote oder heterozygote Trager der Apo E C112R 
(£4) Mutation ausgeschlossen wurden, sank die Wahrschein- 
lichkeit eines auf Zufall beruhenden Effekts weiter 
(P<0.0001) . 

Eine weitere Stratif izierung der Kollektive 
hinsichtlich der zugrunde liegenden Storungen, die entwe- 
der eine primare oder sekundare Hypercholesterinamie ver- 
ursachen, ist in Tabelle 2 dargestellt. Die Resultate der 
Hauf igkeitsberechnungen der beiden Polymorph! smen 
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(G1028G, A595G) entsprechend den verschiedenen Untergrup- 
pen finden sich in der ersten Zeile. Die Ergebnisse der 
gemittelten Gesamtcholesterinwerte ohne Behandlung in den 
verschiedenen Untergruppen, stratif iziert beziiglich des 
5 Vorhandenseins oder Fehlens der G1028G und A595G Polymor- 
phismen, werden in der zweiten Zeile gezeigt (Tabelle 2) . 
In den Untergruppen mit primaren Hyperlipidamien hatte 
der Effekt der A595G Mutation statistische Relevanz in 
der Patientengruppe mit FDL (P=0.002 0) und in der Patien- 

10 tengruppe mit primarer Hypercholesterinamie (PHC) . Bei 

d: "sen Patienten waren Mutationen in den Apo E, Apo B und 
LDL Rezeptor Genen ausgeschlossen worden, obgleich ein 
autosomal -dominant oder -rezessiv vererbter Gendefekt als 
Ursache fur Hypercholesterinamie vermutet wurde. In dem 

15 letztgenannten Kollektiv war die Pravalenz des Wildtyp 
(11) Allels signifikant hoher (9.38%) als in der Summe 
der anderen Kollektive (6.69%) (P=0.0328). 

Hinsichtlich der Kollektive mit sekundaren 
Hyperlipoproteinamien (hierzu gehoren sowohl als NC als 

20 auch als HC klassif izierte Personen) , konnte bei Marmern 
mit Diabetes mellitus und normalen Plasmatriglyceridkon- 
zentrationen (TG<2 . 3mmol/L) ein signif ikanter Unterschied 
zwischen A595A (11) und A595G (12/22) positiven Individu- 
en festgestellt werden (P=0.0018). Bei 11.6% der Indivi- 

25 duen mit sekundaren Hyperlipoproteinamien waren die Plas- 
matriglyceridkonzentrationen erhoht . 

Im SREBP-1 Gen betrug die Pravalenz des Wild- 
typ Allels im homozygoten Zustand (11) 40.35%, die Prava- 
lenz des G102 8G Polymorphismus im heterozygoten Zustand 

30 (12) 45.62% und im homozygoten Zustand (22) 14.04% 

(N=2'600). Im SREBP-2 Gen war die Pravalenz des Wildtyps 
im homozygoten Zustand (11) 6.69%, die Pravalenz der 
A595G Mutation im heterozygoten Zustand (12) 3 5.15% und 
im homozygoten Zustand (22) 58.15% (N=2'600). 

35 Urn den Effekt der entdeckten DNA- und Ami- 

nosaurepolymorphismen auf die Plasmagesamtcholesterinkon- 
zentrationen zu erklaren, wurden 3' 078 Individuen moleku- 
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largenetisch untersucht. Bei 2 '600 Personen konnten so- 
wohl demographische als auch klinische Daten erganzt wer- 
den mit Angaben zu Alter, Geschlecht, Gesamtcholesterin- 
konzentrationen ohne Behandlung mit lipidsenkenden Medi- 
5 kamenten zum Zeitpunkt der Cholesterinbestimmung, Genotyp 
hinsichtlich des Apo E Aminosaurepolymorphisms (C112R 
Oder e4 Allel, R158C oder e2 Allel), und zur Apo B100 Mu- 
tation, die zuerst als ursachlich fur FDB (R3'500Q) ent- 
deckt wurde. Der R158C Aminosaurepolymorphismus hat im 

10 homozygoten Zustand einen cholesterinmodif izierenden Ef- 
fekt in der untersuchten Population (P<0.0001). Bei Per- 
sonen, die Trager der R3'500Q Mutation (FDB) sind, waren 
die Gesamtcholesterinkonzentrationen erhoht im Vergleich 
zu Personen ohne Apo B Defekt (P<0.0001). Bei Personen 

15 mit nachgewiesenen LDL Rezeptor Mutationen (FHM) waren 
die gemittelten Gesamtcholesterinkonzentrationen im Ver- 
gleich zu den Kontrollen erhoht (P<0.0001). Insgesamt be- 
einflusst der im SREBP-1 Gen entdeckte DNA Polymorphismus 
(G1028G) die Plasmagesamtcholesterinkonzentrationen bei 

20 dieser Personengruppe nicht signifikant. In Kombination 
mit dem Vorhandensein der Apo B R3'500Q Mutation war der 
G1028G (22) Polymorphismus jedoch signifikant mit einem 
Anstieg der Plasmacholesterin-Konzentrationen assoziiert 
(P=0.0097). Eine weitergehende Stratif izierung der an der 

25 Studie beteiligten Personen entsprechend der zugrunde 

liegenden genetischen Storungen oder der klinischen Dia- 
gnose bestatigte den Effekt des neuen SREBP-2 Aminosaure- 
polymorphismus auf Plasmagesamtcholesterinkonzentrationen 
bei fast alien Gruppen, aber keiner der Unterschiede er- 

30 reichte statistische Signifikanz ausser bei der Patien- 
tengruppe mit familiarer Dysbetalipoproteinamie, FDL, und 
bei Personen, die an Hypercholesterinamie aufgrund unbe- 
kannter Gendefekte leiden (PHC) . 

35 

10.2. Assoziation der A595G Mutation mit se- 
niler Demenz vom Alzheimer Typ 
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Ein anderes bemerkenswertes Resultat der vor- 
liegenden Studie ist die signifikante Differenz der Pra- 
valenz des Wild-Typ Allels (A595A) verglichen mit der 
Aminosauresubstitution (A595G) , beim Vergleich eines kli- 
nisch diagnostizierten Alzheimerpatientenkollektivs mit 
der Pravalenz in der Allgemeinbevolkerung (Tabelle 2, 
2.4% versus 7.0%; P= 0.0234). 

10.3, Assoziation des 61028G Polymorphismus 
mit einem f ehlenden Atistieg der Plasmalipid-Konzentration 
nach Gabe von Proteasehemmer bei HIV-Patienten 

Die Resultate betreffend Pravalenzunterschie- 
de sind ebenfalls in Tabelle 2 dargestellt (P=0.0339). 
Figur 4 zeigt die prozentuale Aenderung der Plasmachole- 
sterinspiegel vor und nach Gabe von Proteasehemmern in 
Abhangigkeit vom G1028G Polymorphismus. 

11. Studie umfassend den Polymorphismus in 
Exon 6 von SREBP-2 

11.1. Grundlagen 

Probanden 

Es wurden insgesamt 1'081 Probanden aus den- 
selben Gruppen wie bereits oben ausgefuhrt (711 aus der 
SPREAD Studie, 346 aus der IDA-Studie sowie 24 aus einem 
prospektiv untersuchten Kollektiv von in Basel Verstorbe- 
nen (PATH-Studie) ) in diese Untersuchung aufgenommen. 

Material 

Neben den bereits beschriebenen Materialien 
wurde zusatzlich das Restriktionsenzym Dde I (New England 
Biolabs ) verwendet . 
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Methoden 

Die in die Studie eingeschiossenen Probanden 
wurden zusatzlich fiir eine weitere Mutation im SREBP-2 - 
Gen (Exon 6) , die zu einem Aminosaureaustausch (R371K) 
5 fiihrt, getestet. 

Die SREBP-2 R371K Mutation wurde im wesentli- 
chen wie bereits beschrieben untersucht . Insbesondere 
wurde fiir die Lipoprotein Analysen, die DNS- 
Extraktionsmethode sowie fiir die Bestimmung des Einzel- 
10 Strang-Konf ormations-Polymorphismus (SSCP) nach der 

nicht-radioaktive Methode wie oben beschrieben vorgegan- 
gen. 

15 11.2 • Sequenzierung der SREBP-2 , Exon 6- 

Mutation 

Diese wurde wie bereits beschrieben durchge- 
fiihrt, mit den folgenden Modif ikationen : Im SREBP-2 Gen 
wurde die PCR-Amplif ikation des Exons 6 mittels der Oli- 

20 gonukleotide EcoR I.S2.6F (Seq. Id. Nr. 17): 5'- 

CGGAATTCTGGTCTCACTGTGTTTTCACTCATC - 3 ' und EcoR I . S2 . 6R 
( Seq . Id . Nr . 18): 5 ' -CGGAATTCGCCAGGGCTGACAAGCCTTTTCTCA- 
3' durchgefiihrt . Die Amplif ikationsreaktion wurde in ei- 
nem Endvolumen von 50ul mit lx Puffer (Qiagen) unter Ver- 

25 wendung von 0.4 U Tag Polymerase (Qiagen) und Endkonzen- 
trationen von 3.5 mM MgCl 2 , 455 uM jeder der dNTP (Qia- 
gen) und 2.0 yM jeder der beiden Oligonukleotide bei den 
folgenden Temperaturen ausgefiihrt: 94°C (45") ; 56°C 
(30"); 72°C (1'); 32 Zyklen. Die amplif izierten Fragmente 

30 wurden mittels Subklonierung und anschliessender Sequen- 
zierung des Inserts (wie bereits beschrieben) analysiert. 

11.3. Methoden zur Ident if ikation der SREBP- 
3 5 2, Exon 6 -Mutation mittels Res trikt ions enzymverdauung 

Zur Darstellung der SREBP-2 -Mutation (Exon 6, 
R371K) wurden ca. 100 ng genomischer DNS mittels der be- 



WO 01/04352 



45 



PCT/IB00/00918 



reits oben beschriebenen Methoden unter Verwendung der 
Oligonukleotide EcoR I . S2 . 6F und EcoR I.S2.6R amplifi- 
ziert. 20ul wurden in Ix NE Puffer mittels 7 U Dde I und 
einer Inkubationstemperatur von 37°C fur 5 Stunden ver- 
5 daut . Zu dem verdauten ReaKtionsgemisch wurden 4vil 5x 
nicht-denaturierender Ladepuffer (Elchrom) dazugegeben. 

dieser Mischung wurden auf Spreadex Wide-Mini S-100 
Gele (Elchrom) geladen, bei 55°C auf lOV/cm fur 25-45 Mi- 
nuten laufen gelassen, mit Ethidiumbromid gefarbt (40 Mi- 
10 nuten) , entfarbt mit destilliertem Wasser (40 Minuten) , 
und mittels eines Gel Doc 1000 Systems digitalisiert . 



11.4. Statistische Methoden 

Zum Vergleich der Pravalenzen von Sequenzva- 
15 riationen in den SREBP-1 und -2 Genen wurde der Chi- 
Quadr a t - Te s t angewand t . 

11.5. Auswertung der nach obigen Angaben er- 
haltenen Resultate 

20 Der Altersmedian bei den 698 Probanden der 

SPREAD-Studie betrug 20.5 Jahre ( Altersbereich 18.8 - 
43.7 Jahre), der Altersmedian bei den 370 Probanden der 
IDA-Studie 74.5 Jahre (Altersbereich 47.0 - 95.4 Jahre). 
Der Vergleich der zwei Gruppen von Probanden, die nicht 

25 selektioniert , aber unterschiedlichen Alters waren, zeig- 
te statistisch signifikante Unterschiede im Vorhandensein 
von SREBP-1 und SREBP-2 Mutationen. 

Die Pravalenz des Fehlens des SREBP-lc-G1028G 
Polymorphismus in homozygoter Form (d.h. Genotyp 11/12) 

30 bei den Probanden der SPREAD Studie betrug 622/711 (87.5 
%) gegeniiber nurmehr 304/367 (82.8%) bei den Probanden 
der IDA/PATH Studie. Dies ergibt einen Unterschied von 
absolut -4.7% (bzw. relativ -5.4%) mit einem P-Wert von 
0.038 (Chi-Quadrat Test). 

3 5 Die Pravalenz des Fehlens des SREBP-2 A595G 

Polymorphismus in homozygoter Form (d.h. Genotyp 11/12) 
bei den Probanden der SPREAD Studie betrug 3 05/711 
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(43.0%) gegeniiber nurmehr 135/370 (36.5%) bei den Proban- 
den der IDA/PATH Studie. Dies ergibt einen Unterschied 
von absolut -6.8% (bzw. relativ -15.1%) mit einem P-Wert 
von 0.041. 

Die Pravalenz der SREBP-2 R371K Mutation bei 
den Probanden der SPREAD Studie betrug 19/698 (2.7%) ge- 
geniiber nurmehr 3/370 (0.8%) bei den Probanden der 
IDA/ PATH Studie. Dies ergibt einen Unterschied von abso- 
lut -1.9 (bzw. relativ -70.4%) mit einem P-Wert von 
0.036. 

11.6. Diskussion 

Die Unterschiede in den Pravalenzen in den 
Gruppen von jiingeren bzw. alteren Probanden konnen nur 
durch Unterschiede in der Mortalitat erklart werden, da 
beide Stichproben aus derselben Bevolkerung gezogen wur- 
den. 

Bei der IDA/PATH-Studienpopulation mit einem 
Altersmedian von 74.5 Jahren sind demnach bereits zahl- 
reiche Probanden verstorben, die Trager des SREBP-2 
G1'028G Genotyps 11/12 sind: 316 Trager wurden in dieser 
Gruppe aufgrund der Daten der SPREAD-Studie erwartet, 
aber nur 304 Probanden wurden mit diesem Genotyp (11/12) 
beobachtet, 12 Probanden fehlen demnach in dieser Gruppe. 

Dasselbe gilt fur die Trager des SREBP-2 
A595G Genotyps 11/12: 159 Trager wurden in dieser Gruppe 
aufgrund der Daten der SPREAD-Studie erwartet, aber nur 
135 Probanden wurden mit diesem Genotyp ( 11/12 ) ' beobach- 
tet, 24 Probanden fehlen demnach in dieser Gruppe. 

Ebenfalls gilt dies fur die selteneren Trager 
der SREBP-2 R371K-Mutation : 10 Trager wurden in dieser 
Gruppe aufgrund der Daten der SPREAD-Studie erwartet, 
aber nur 3 Probanden wurden mit dieser Mutation beobach- 
tet, 7 Probanden fehlen demnach in dieser Gruppe. 

Eine Erklarung fur die signifikant niedrigere 
Pravalenz bestimmter Sequenzvariationen in SREBP-1 und 
SREBP-2 ist die erhohte Mortalitat bei Tragern der Geno- 
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typen SREBP- 1.18c (11/12), SREBP-2.10 (11/12) und den 
Tragern der SREBP-2 R371K Mutation. Dies kann beispiels- 
weise durch die bereits beschriebene Assoziation zur Er- 
hohung des Plasmacholesterinspiegels mit der Folge einer 
5 koronaren Herzkrankheit bedingt sein, aber auch durch das 
uberproportionale Auftreten von Krankheiten, wie bei- 
spielsweise der senilen Demenz vom Alzheimer Typ, wie 
ebenfalls bereits beschrieben, durch die beiden genannten 
Oder durch Kombinationen mit weiteren Risikof aktoren . 
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Anspruche 

1 . Verf ahren zur Erkennung eines erhohten 
oder erniedrigten Krankheits- und/oder Mortalitatsrisikos 
und/oder einer erhohten oder erniedrigten Sensitivitat 
auf Therapieverf ahren resp . deren Nebenwirkungen, dadurch 
gekennzeichnet, dass nach Blut- resp. Gewebeentnahme , das 
Blut resp. Gewebe auf das Vorhandensein eines Polymor- 
phismus in mindestens einem Sterol-Regulator Element- 
Bindenden-Protein (SREBP) untersucht wird, wobei das Vor- 
handensein eines Polymorphismus auf Amino- und/oder Nu- 
kleinsaure-Ebene bestimmt wird. 

2. Verf ahren gemass Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet , dass das SREBP ausgewahlt ist aus der Grup- 
pe umfassend SREBP-1 und SREBP- 2 . 

3. Verf ahren gemass Anspruch 1 oder 2, da- 
durch gekennzeichnet, dass der Polymorphismus zu einer 
erhohten oder erniedrigten Aktivierung von Genen im Li- 
pidstof fwechsel, insbesondere im Cholesterinstof fwechsel 
f uhrt . 

4. Verf ahren gemass Anspruch 3, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass der Polymorphismus zu erhohter oder 
erniedrigter Plasmakonzentration mindestens eines Lipids, 
insbesondere von Cholesterin, fuhrt. 

5. Verf ahren gemass einem der Anspruche 1 bis 
4, dadurch gekennzeichnet, dass die Bestimmung des Vor- 
handenseins eines Polymorphismus auf Nukleinsaure-Ebene 
erf olgt . 

6. Verf ahren gemass Anspruch 5, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass der Polymorphismus eine Erkennungsse- 
quenz fur eine innerhalb des Polymorphismus liegende 
Schnittstelle aufweist und dass die Untersuchung unter 
Verwendung dieser Erkennungssequenz erf olgt. 

7. Verf ahren gemass Anspruch 6, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die Erkennungssequenz eine Erkennungs- 
sequenz fur XmnI oder Mspl ist, d.h. GAANNNNTTC oder 
CCGG, wobei N ein beliebiges Nukleotid sein kann. 
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8. Verfahren gemass Anspruch 7, dadurch ge- 
kennzeichnet , dass die Untersuchung unter Verwendung ei- 
ner SREBP-Sequenz oder einer SREBP-Teilsequenz erfolgt, 
die eine Nukleinsaure- Sequenz ausgewahlt aus der Gruppe 

5 der nachfolgend auf gef uhrten Sequenzen, gegebenenf alls 
zusammen mit weiteren Nukleinsauren aus der naturlichen 
Nachbarschaf t der entsprechenden Sequenz , umf asst : 
SREBP-1, Exon 18c (Seq. Id. Nr. 3): 
GCACCTAGGGAAAGGCTTC 
10 SREBP-2, Exon 10 (Seq. Id. Nr. 7): 

CTGCTGCCGGCAACCTACA 

9. Verfahren gemass Anspruch 6, dadurch ge- 
kennzeichnet , dass die Untersuchung unter Verwendung ei- 
ner SREBP-Sequenz oder einer SREBP-Teilsequenz erfolgt, 

15 die die folgende Nukleinsaure-Sequenz, gegebenenf alls zu- 
sammen mit weiteren Nukleinsauren aus der naturlichen 
Nachbarschaf t dieser Sequenz , umf asst : 

SREBP-2, Exon 6: CTGAAGAAG 

10. Verfahren gemass einem der Anspriiche 1 
20 bis 4, dadurch gekennzeichnet , dass die Bestimmung des 

Vorhandenseins eines Polymorphismus auf Aminosaure-Ebene 
erfolgt . 

11. Verfahren gemass einem der Anspriiche 1 
ois 9, dadurch gekennzeichnet , dass nach Blut- resp. Ge- 

25 .;ebeentnahme und DNA-Extraktion mindestens ein Teilstiick 
eines Exons eines SREBP , das einen Polymorphismus ent- 
halt, unter Verwendung zweier Oligonukleotidsequenzen am- 
plifiziert wird # wobei der Polymorphismus charakteri- 
stisch ist fur eine erhohte oder erniedrigte Aktivierung 

30 von Genen im Lipidstof f wechsel insbesondere im Chole- 

sterinstof fwechsel , und dass das Produkt der Amplifikati- 
on einer Verdauung mit geeigneten Restriktionsenzymen 
oder einer Denaturierung unterworfen wird und dass die 
Verdauungs- resp. Denaturierungsprodukte elektrophore- 

35 tisch aufgetrennt werden. 

12. Verfahren gemass Anspruch 10 oder 11, da- 
durch gekennzeichnet, dass der Polymorphismus charakteri- 
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stisch ist fur erhohtes oder erniedrigtes Risiko fur Hy- 
percholesterinamie beim Menschen. 

13. Verfahren gemass Anspruch 11 oder 12, da- 
durch gekennzeichnet , dass mindestens eine der Oligonu- 

5 kleotidsequenzenen im Intronbereich angesiedelt ist, der 
dem Exon benachbart ist, in dem der Polymorphismus exi- 
stiert . 

14. Verfahren gemass einem der Anspruche 11 
bis 13, dadurch gekennzeichnet, dass die Oligonukleotid- 

10 sequenzen ausgewahlt sind aus den folgenden Paaren oder 
damit unter stringenten Bedingungen hybridisierenden Se- 
quenzen: 

S1.18CF (Seq. Id. Nr. 9) : 
5 ' -TTATTTATAATCTGGGTTTTGTGTC - 3 ' und 
15 S1.18CR (Seq. Id. Nr. 10): 

5 ' -GGGAAGAGCTAAGTTAAAAGTTGTG- 3 ' oder 

EcoR I.S1.18CF (Seq. Id. Nr. 11): 
5'- CGGAATTCTGAAATTATTTATAATCTGGGTTTTGTGTC -3' und 

EcoR I.S1.18CR (Seq. Id. Nr. 12): 
20 5 ' - CGGAATTCATCGGGG AAGAGC TAAGTTAAAAGTTGTG - 3 ' oder 

S2.10P.F (Seq. Id. Nr. 13): 
5 ' -GCCAGTGACCATTAACACCTTTTGA- 3 ' und 

S2.10P.R. (Seq. Id. Nr. 14): 
5 ' -TCGTCTTCAAAGCCTGCCTCAGTGGCTGGC-3 ' oder 
5 EcoRl S2.10F (Seq. Id. Nr. 15): 

5 ' -CGGAATTCGCCAGTGACCATTAACACCTTTTGA-3 ' und 

EcoRT S2.10R (Seq. Id. Nr. 16): 
5 ' -CGGAATTCTGCAGCAAGCCAGTCATCAGCAGCT-3 ' 

EcoRl S2.6F (Seq. Id. Nr. 17): 
0 5 ' - CGGAATTCTGGTCTC ACTGTGTTTTC ACTCATC - 3 ' 

EcoRl S2.6R (Seq. Id. Nr. 18): 
5 ' -CGGAATTCGCCAGGGCTGACAAGCCTTTTCTCA-3 ' . 

15 . Verfahren gemass einem der Anspruche 1 
bis 14, dadurch gekennzeichnet, dass der Polymorphismus 

15 ermittelt worden ist durch amplif izieren und analysieren 
einer interessierenden SREBP-Sequenz , Vergleich der Exon- 
Bereiche dieser interessierenden Sequenz mit den Exon- 
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Bereichen der Sequenz des in einer Population am haufig- 
sten auf tretenden Typs des entsprechenden SREBP und Un- 
tersuchung der Sequenzen mit gefundenen Unterschieden auf 
Fehlfunktion. 

5 16. Verfahren gemass Anspruch 15, dadurch ge- 

kennzeichnet , dass die Unterschiede zu einer anderen Arni- 
nosaure und/oder insbesondere zu einer Erkennungsstelle 
fur ein Restriktionsenzym fiihren. 

17 . Verwendung des Verf ahrens gemass einem 
10 der Anspriiche 11 bis 16, zur Bestimmung des erhohten oder 
erniedrigten Risikos fur Hypercholesterinamie und/oder 
Alzheimer Krankheit. 

18. Verwendung des Verf ahrens gemass einem 
der Anspriiche 1 bis 16 zur Bestimmung eines erhohten oder 

15 erniedrigten Risikos fur das Auftreten von Nebenwirkungen 
bei der HIV-Therapie, insbesondere der Therapie mit Pro- 
teasehemmern . 

19 . Verwendung des Verf ahrens gemass einem 
der Anspruche 1 bis 16 zur Bestimmung eines erhohten oder 

20 erniedrigten Mortalitatsrisikos . 

20. DNA- und/oder RNA-Chip, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass er mindestens einen Polymorphismus auf ei- 
nem SREBP, insbesondere SREBP- 1 und/oder SREBP- 2, auf- 
weist . 

25 21. DNA- und/oder RNA-Chip gemass Anspruch 

20, dadurch gekennzeichnet , dass der Polymorphismus ein 
Polymorphismus auf SREBP-1 und/oder SREBP-2 wie in einem 
der Anspruche 3,4,6,7,8 und 9 definiert, ist. 

22. DNA- oder RNA-Chip gemass Anspruch 20 

30 oder 21, dadurch gekennzeichnet, dass er den SREBP Poly- 
morphismus in Gegenwart anderer Polymorphismen, die fur 
die Abschatzung des Risikos fur Hypercholesterinamie 
und/oder Alzheimer-Krankheit charakteristisch sind, auf- 
weist . 

35 23. Verwendung eines Polymorphismus wie in 

einem der Anspruche 3,4,6,7,8 und 9 definiert oder eines 
Chip gemass einem der Anspruche 20 bis 22 als Marker zur 
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Bestimmung eines erhohten oder verminderten Risikos fur 
den Ausbruch einer Krankheit. 

24. Verwendung gemass Anspruch 23, dadurch 
gekennzeichnet , dass die Krankheit ausgewahlt ist aus Hy- 

5 percholesterinamie und Alzheimer-Krankheit . 

25. Verwendung eines Polymorphismus wie in 
einem der Anspriiche 3,4,6,7,8 und 9 definiert oder eines 
Chip gemass einem der Anspriiche 20 bis 22 zur Bestimmung 
eines erhohten oder erniedrigten Risikos fur das Auftre- 

10 ten von Nebenwirkungen bei der HIV-Therapie , insbesondere 
der Therapie mit Proteasehemmern. 

26. Verwendung eines Polymorphismus wie in 
einem der Anspriiche 3,4,6,7,8 und 9 definiert oder eines 
Chip gemass einem dei Anspriiche 20 bis 22 zur Bestimmung 

15 eines erhohten oder verminderten Mortalitatsrisikos . 

27. Verwendung eines Polymorphismus, wie in 
einem der Anspriiche 3,4,6,7,8 und 9 definiert oder eines 
Chip gemass einem der Anspriiche 2 0 bis 22 zur Prufung der 
Eignung einer Behandlungsmethode fur eine Krankheit aus- 

20 gewahlt aus der Gruppe umfassend Hypercholesterinamie, 

Alzheimer-Krankheit und HIV, oder fur das Wirkstoff scree- 
ning . 

28. Polymorphismus, der charakteristisch ist 
fur erhohtes oder erniedrigtes Risiko fur Hypercholeste- 

25 rinamie beim Menschen, dadurch gekennzeichnet, dass er in 
einem Sterol-Regulator Element-Bindenden-Protein (SREBP) 
auf tritt . 

29. Polymorphismus gemass Anspruch 28, da- 
durch gekennzeichnet, dass er im SREBP-1 oder SREBP-2 

30 auf tritt. 

30. Polymorphismus gemass Anspruch 29, da- 
durch gekennzeichnet, dass er eine Erkennungssequenz fur 
XmnI oder Mspl aufweist, d.h. GAANNNNTTC oder CCGG, wobei 
N ein beliebiges Nukleotid sein kann. 

35 31 . Polymorphismus gemass Anspruch 30, da- 

durch gekennzeichnet, dass er die folgenden Sequenzen 
aufweist : 
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SREBP-1, Exon 18c (Seq. Id. Nr. 1) : 
GCACCTAGGGAAAGGCTTC 

SREBP-2, Exon 10 (Seq. Id. Nr. 5): 
CTGCTGCCGGCAACCTACA . 
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SREBP-1 Polymorphismus 

(mmol/L) 




SREBP-2 Polymorphismus 

(mmol/L) 

B 



0 S1-18c.Allele 11/124 
■ S1 -18c. Allele 22 2 




■ S2-10 Allele 11 
0 S2-10 Allele 12/22 



Zufallig Nicht zufallig 



Zufallig Nicht zufallig 




0 S1 -18c. Allele 11/124 
■ S1 -18c. Allele 22 2 




■ S2-10 Allele 11 
0 S2-10 Allele 12/22 



QS1-18c.Allele 
■ S1 -18c. Allele 
P = 0.0722 



11/12 
22 
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■ S2-10 Allele 11 
0S2-1O Allele 12/22 
P = 0.0002 




2/2 2/3 2/4 3/3 3/4 4/4 



Figur3 
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Aenderung der 
Gesamtcholesterinkonzentration 
nach Proteaseinhibitorbehandlung 
(in Prozertt) 



50 



40 - 



30 - 



20- 



10- 




S.1.18C.11/12 S. 1.1 8c. 22 



Figur 4 
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SEQUENZ PROTOKOLL 
<110> Miserez, Andre R. 

<120> DNA-Polymorphismen in Stero-Regulator Element -Bindenden 
Proteinen 

<130> Seq. Listing zu 02280PC 

<140> 
<141> 

<150> CH 1277/99 
<151> 1999-07-09 

<160> 20 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 

<211> 19 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<220> 
<221> CDS 
<222> (2) . . (19) 

<400> 1 

g cac eta ggc aaa ggc ttc 

His Leu Gly Lys Gly Phe 
1 5 



<210> 2 
<211> 6 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 2 

His Leu Gly Lys Gly Phe 
1 5 



<210> 3 
<211> 19 
<212> DNA 
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<213> Homo sapiens 

<220> 
<221> CDS 
<222> (2) . . (19) 

<400> 3 

g cac eta ggg aaa ggc ttc 

His Leu Gly Lys Gly Phe 
1 5 



<210> 4 

<211> 6 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 4 

His Leu Gly Lys Gly Phe 
1 5 



<210> 5 

<211> 19 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 5 

ctgctgccgc caacctaca 



<210> 6 

<211> 7 

<212> PRT 

<213> Homo saniens 

<400> 6 

Ala Ala Ala Ala Asn Leu Gin 
1 5 



<210> 7 

<211> 19 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 



<400> 7 
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ctgctgccgg caacctaca 



<210> 8 

<211> 7 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 8 

Ala Ala Ala Gly Asn Leu Gin 
1 5 



<210> 9 
<211> 25 
<2l2> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: Primer 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: PCR Primer 
<400> 9 

ttattaataa tctgggtttt gtgtc 



<210> 10 
<211> 25 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: Primer 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: PCR Primer 
<400> 10 

gggaagagct aagttaaaag ttgtg 

<210> 11 
<211> 38 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
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<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: Primer 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz : PCR Primer 
<400> 11 

cggaattctg aaattattta taatctgggt tttgtgtc 



<210> 12 
<211> 37 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Description of Arti-x^ial Sequence: Primer 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: PCR Primer 
<400> 12 

cggaattcat cggggaagag ctaagttaaa agttgtg 



<210> 13 
<211> 25 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: Primer 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: PCR Primer 
<400> 13 

gccagtgacc attaacacct tttga 

<210> 14 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: Primer 
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<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz : PCR Primer 
<400> 14 

tcgtcttcaa agcctgcctc agtggctggc 



<210> 15 
<211> 33 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: Primer 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: PCR Primer 
<400> 15 

cggaattcgc cagtgaccat taacaccttt tga 



<210> 16 
<211> 33 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: Primer 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: PCR Primer 
<400> 16 

cggaattctg cagcaagcca gtcatcagca get 



<210> 17 
<211> 33 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: Primer 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: PCR Primer 
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<400> 17 



cggaattctg gtctcactgt gttttcactc ate 



33 



<210> 18 

<211> 33 

<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: Primer 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: PCR Primer 

<400> 18 

eggaattege cagggctgac aagectttte tea 33 

<210> 19 
<211> 46 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: Primer 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: PCR Primer 



<210> 20 
<211> 46 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: Primer 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: PCR Primer 
<400> 20 

ggcaggtttg taggttgccg gcagcagctg caaaatctcc tctggc 46 



<400> 



19 



gecagaggag attttgeage tgctgccggc aacctacaaa cctgcc 



46 



